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Objetivos

» Objetivo general

El objetivo general de este trabajo de tesis, es mejorar la biodisponibilidad
oral de farmacos a través de la obtencion de nuevos sistemas de liberacion
nanoparticulados que combinen quitosano y ciclodextrinas; o bien, quitosano con

arcillas minerales.

» Objetivos especificos

Este proyecto tiene los siguientes objetivos especificos:

v Desarrollar 'y caracterizar nuevos sistemas de liberacion
nanoparticulados, destinados para la administracion oral, combinando -

Ciclodextrina y Quitosano; utilizando como farmaco modelo Hidroclorotiazida.

v Desarrollar y caracterizar nuevos bionanocompuestos, destinados a la

administracién bucal de Clorhexidina, combinando Quitosano y Montmorillonita.

Z/






Resumen

RESUMEN

Tras la administracién oral, un farmaco tiene que superar varios obstaculos
antes de alcanzar la circulacion sistémica: liberacion, absorcidn, distribucion,
metabolismo y excrecion. Un gran numero de farmacos permanecen pobremente
disponibles cuando son administrados por la via oral. Como alternativa a esta
via, es muy estudiada la via de administracion bucal, debido a sus
caracteristicas, como el escaso contenido de enzimas degradativas, la alta tasa
de permeabilidad, la importante vascularizacién de la zona y que se evita el
efecto de primer paso hepatico; aunque tiene algunas desventajas, como por

ejemplo, el poco tiempo de residencia en el sitio de administracion.

En los ultimos anos, se han desarrollado diversas estrategias tendientes a
superar las barreras que deben vencer los farmacos para alcanzar la circulacion
sistémica, como por ejemplo la formaciéon de complejos con ciclodextrinas, la

obtencidon de nanoparticulas y el desarrollo de bionanocompuestos.

La primera parte de esta tesis doctoral, se centré en el desarrollo de un
complejo de inclusién entre la Hidroclorotiazida (HCT), el huésped y la j-
Ciclodextrina (BCD), el receptor. La HCT es un diurético de la clase de las
tiazidas que posee baja solubilidad en agua y escasa permeabilidad intestinal,
por lo cual se lo utiliz6 como farmaco modelo para la formacién de dicho

complejo.

El complejo HCT/BCD fue exhaustivamente estudiado, utilizando metodologias
en solucién, en estado sélido y métodos computacionales. Se pudo corroborar,
por medio del empleo de las diferentes técnicas, que el complejo efectivamente
se formo, ingresando completamente la HCT a la cavidad de la BCD. Este
complejo mejor6 algunas propiedades de la HCT ya que aumentd su solubilidad
acuosa e incrementd la velocidad de disolucion del farmaco. Los resultados
computacionales tuvieron una buena correlacién con los resultados obtenidos de

manera experimental.

La segunda etapa de este trabajo de tesis, estuvo enfocada en la obtencion de
nanoparticulas (NPs) poliméricas, especialmente de quitosano. Estas NPs se

obtuvieron utilizando la técnica de la gelacion ionica; y se les incorporé el

X



complejo HCT/BCD, estudiado anteriormente. Las NPs fueron caracterizadas en
cuanto a su tamano, potencial Z y morfologia; encontrandose que presentaban
un tamano promedio de 350 nm, con una carga de superficie de +30 mV y que
eran de forma esférica de la superficie lisa. La cantidad de HCT acomplejada con
la BCD cargada en las NPs, fue de aproximadamente 350 pg por cada pellet de
NPs obtenido.

Se evaluaron biofarmacéuticamente las NPs cargadas con el principio activo,
llevando a cabo estudios de mucoadhesion, estudios de toxicidad intestinal y
ensayos de permeabilidad /n vifro. Los resultados evidenciaron que las NPs
efectivamente poseen propiedades mucoadhesivas, las cuales fueron
comprobadas por diversas técnicas; que la HCT tiene efectos toxicos sobre el
epitelio que recubre el intestino, afectando de esta manera la velocidad de
absorcion y la permeabilidad aparente del farmaco; y que se obtuvo un sistema
de liberacion sostenida del principio activo, ya que éste se libera lentamente del
sistema nanoparticulado a causa de la accion de las enzimas presentes en el

intestino, quedando disponible para su absorcion.

Por lo tanto, las NPs demostraron tener varias ventajas: una de ellas son sus
propiedades mucoadhesivas; otra, es su capacidad de actuar como un sistema
de reservorio, ya que la liberacion del farmaco se produjo de manera lenta y
sostenida, desde el sistema nanoparticulado; y como consecuencia de la ventaja
anterior, posee un efecto protector sobre el epitelio intestinal, ya que el dano
observado en este caso, fue mucho menor al que se evidencio en los ensayos

realizados con HCT sola.

Por ultimo, en esta tesis, se planteé el desarrollo de nanocompuestos,
combinando un polimero natural, como es el quitosano y una arcilla mineral,
como la Montmorillonita. El objetivo planteado para esta parte del trabajo, fue la
obtencién de un sistema de liberacion sostenida de aplicacién bucal. La
efectividad de este nanocompuesto obtenido se evalué utilizando un farmaco
modelo, Clorhexidina, el cual es un antiséptico de uso topico, ampliamente
utilizado en la actualidad en el area de la odontologia, entre otras aplicaciones
terapéuticas.



Resumen

El sistema se caracteriz6 fisicoquimicamente utilizando variadas técnicas de
analisis para el estado sélido, por medio de las cuales, se comprobd la formacién
del nanocompuesto en estudio. Ademas, se realizaron ensayos de liberacion /n
vitro, con el fin de evaluar la cinética de liberacion del farmaco; encontrandose
que corresponde a un modelo de liberacion que depende tanto del hinchamiento
como de la erosion del sistema. También, se llevaron a cabo estudios de
mucoadhesiéon /in vifro, demostrandose que dicho sistema tiene propiedades
mucoadhesivas ya que interacciona con la mucina gastrica porcina. Y por ultimo,
se desarrollaron estudios microbiologicos, los cuales tuvieron como obijetivo
demostrar que el farmaco es capaz de difundir desde el nanocompuesto sin

perder su actividad antimicrobiana.

Por todo lo expuesto, se concluye que en el presente trabajo de tesis, ha sido
posible desarrollar diversos sistemas de liberacion de farmacos que podrian
utilizarse como estrategias, ya que contribuyen a mejorar ciertas propiedades
biofarmacéuticas desfavorables de algunos farmacos.
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Capitulo 1: Introduccion

Capitulo 1:

INTRODUCCION

» Sistemas de Liberacion de Farmacos

La investigacion farmacéutica se centra, desde hace afnos, en la busqueda de

nuevas moléculas que den respuesta terapéutica a las enfermedades aun por

resolver y a las de ultima aparicion. Sin embargo, no descuida la busqueda de

nuevas formulaciones que optimicen la eficiencia de los farmacos de actividad

farmacolégica reconocida.

De forma simultanea a la investigacion de nuevas moléculas de farmacos o de

sSu mejora, la investigacion y desarrollo galénico lleva a cabo trabajos dirigidos a

la busqueda de novedosas formas de administracién, que también suponen un

claro beneficio para el paciente, por cuanto optimizan la actividad terapéutica al:

Aprovechar totalmente la cantidad de farmaco administrado mediante una
reduccion de la dosis del ingrediente farmacéutico activo incluido en el
medicamento.

Disminuir o eliminar el riesgo de efectos no deseados (secundarios o
toxicos) de los medicamentos.

Mejorar la posologia, buscando los siguientes objetivos: una via de
administracion mas cémoda y la reduccién del numero de tomas/dia. En
el intento de conseguir una dosis unica cada 24 h y tanto mejor, cuando

los intervalos de tiempo sean cada vez mas amplios.

De esta manera, surgen formas farmacéuticas de (Rodriguez y col., 2000):

Liberacién retardada: el farmaco se libera total y masivamente, pero no de
forma inmediata a su administracion, sino que lo hace al cabo de un cierto
tiempo prefijado.

Liberacioén prolongada: tras la liberacion inmediata de una dosis inicial de
principio activo, se continua liberando cantidades que aseguran niveles

plasmaticos terapéuticos durante al menos 6-8 h.



» Liberacion sostenida: después de la cesion inicial de farmaco, la liberacion
del mismo se prolonga durante un tiempo relativamente largo,

normalmente 24 h.

Como término general que reune las diferentes formas de liberacion de
farmacos, previamente mencionadas, se utiliza el de sistema de liberacion
modificada, donde se incluyen todas aquellas en las que en su disefio intervienen
modificaciones en el proceso tecnoldgico, que son determinantes del lugar de
liberacién y del control de la liberacién del farmaco. Todas estas formas
farmacéuticas pueden estar destinadas a la administracidn por distintas vias, ya

sea oral, bucal, inyectable, topica, etc.

> Vias de Administracion

La via de administracion oral es una de las formas mas atractivas para la
dosificacion de farmacos porque se asocia con la administracion sin dolor y con
la conveniencia, la conformidad y el alto cumplimiento del paciente.

Tras la administraciéon oral, un farmaco tiene que superar varios obstaculos
antes de alcanzar la circulacion sistémica: liberacion, absorcién, distribucion,
metabolismo y excrecion (figura 1.1). Un gran numero de farmacos permanecen
pobremente disponibles cuando son administrados por la via oral. Entre otras
razones, este factor importante puede estar relacionado, al menos, con uno de
los siguientes efectos que pueden sufrir la mayoria de los principios activos: 1)
baja permeabilidad a través de la mucosa o permeabilidad restringida a una
region especifica en el intestino; 2) pobre solubilidad en el medio acuoso del
lumen del tractogastrointestinal; 3) ausencia de estabilidad en el interior del

intestino (Inchaurraga y col., 2014).
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Figura 1.1: Administracion oral de farmacos.

Como alternativa a la via oral, es muy estudiada la via de administracion
bucal, debido a sus caracteristicas ventajosas. Esta via tiene un escaso
contenido de enzimas degradativas, una tasa de permeabilidad muy aceptable,
se encuentra altamente vascularizada y evita el efecto de primer paso hepatico.
Los factores que principalmente limitan la absorcion por esta via son la
exposicion al flujo salival y la deglucion.

En la mucosa oral se pueden distinguir cuatro regiones potenciales para la
administracién de farmacos: bucal, sublingual, palatal y gingival (figura 1.2).
Entre ellas, la region sublingual, es la mas interesante, ya que tiene algunas
caracteristicas utiles para aumentar la biodisponibilidad de los farmacos en el
caso de que los ingredientes activos presenten propiedades biofarmacéuticas
desfavorables.

La membrana del tejido sublingual es fina y altamente permeable,
caracteristicas muy importantes para el caso en que se necesite una pronta
aparicion del farmaco en el sitio de accion. Tiene una considerable area
superficial y un alto flujo sanguineo en esta region bucal, lo cual permite un
rapido acceso a la circulacién sistémica. Ademas, esta area es de facil acceso y
generalmente, la administracién de farmacos a través de la misma es bien

aceptada por el paciente (Perioli y col., 2013).
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Figura 1.2: Esquema de las regiones de la boca.

Debido a todas las ventajas que presenta esta via de administracion, es que
hay un gran interés en la investigacion sobre la utilizacion de ésta para mejorar

la biodisponibilidad de muchos farmacos (Rodriguez y col., 2000).

A causa de que existen numerosas barreras que el farmaco debe vencer
para alcanzar la circulacion sistémica, se han desarrollado diversas estrategias
tendientes a superar dichos inconvenientes. Los avances en la tecnologia y los
biomateriales, proporcionan una ventaja a los cientificos para poder obtener
sistemas de administracion de farmacos eficaces.

Actualmente, se esta estudiando el empleo de ciclodextrinas para mejorar
las propiedades biofarmacéuticas desfavorables de algunos farmacos, como por
ejemplo la baja solubilidad; asi como, el uso de nanofransportadores, capaces
de cruzar y transportar las moléculas asociadas, a través de la barrera de la
mucosa intestinal y prevenir el ataque enzimatico de los farmacos; ademas, del
desarrollo de sistemas bioadhesivos hibridos organicos-inorganicos,
denominados bionanocompuestos, para aumentar el tiempo de retencion del
farmaco y por lo tanto su biodisponibilidad.

A continuacion, se describe brevemente en qué consiste cada una de las

estrategias mencionadas previamente.
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»  Ciclodextrinas

Las ciclodextrinas (CDs), son oligosacaridos ciclicos de glucosa, que
presentan una cavidad interna hidrofobica y una superficie externa hidrofilica.
Quimicamente, las CDs consisten en al menos seis unidades de D-(+)
glucopiranosa unidas por enlaces glucosidicos a-(1-4). Las tres CDs naturales
a-, B-y y-CD, con 6, 7 u 8 unidades de glucosa, respectivamente, difieren en el
tamano del anillo y en su solubilidad (figura 1.3). Estas CDs tienen una
solubilidad acuosa limitada debido a la presencia de fuertes enlaces de
hidrogeno intramoleculares entre los grupos de hidroxilos secundarios, lo cual

reduce su capacidad de interactuar con las moléculas de agua de su alrededor.

Figura 1.3: Caracteristicas de las CDs naturales.

Las CDs naturales, pueden derivatizarse con el objeto de modificar
convenientemente su solubilidad y sus propiedades de acomplejacion; de esta
manera se extiende el rango de aplicaciones farmacéuticas de las mismas (Mura,
2015). Entre los derivados de mayor interés en la industria farmaceéutica
encontramos a los que provienen de la hidroxipropil-CD (ej: HP-BCD, HP-yCD),
la BCD metilada al azar (RM-BCD), la sulfobutiléter-BCD (SBE-BCD) y las

llamadas CDs ramificadas, como la glucosil-BCD (Messner y col., 2010).



La p-Ciclodextrina (BCD) es la mas utlizada para aplicaciones
farmacéuticas, ya que es la mas accesible, de bajo costo y porque su
disponibilidad y tamafo de la cavidad son los adecuados para un amplio rango
de farmacos. Ademas, en los ultimos anos, las CDs se han propuesto para
aumentar la cantidad de farmaco que se incorpora en sistemas como las
nanoparticulas poliméricas, los liposomas y las microparticulas (Agueros y col.,
2009).

Las CDs pueden formar complejos de inclusion con pequefas moléculas y
porciones de grandes compuestos. La inclusion de un farmaco huésped, o una
porcidon del mismo, en dicha cavidad, puede tener como consecuencia el
aumento de la solubilidad aparente, la mejora de la estabilidad fisica y quimica,
el incremento de la tasa de disolucion y de la biodisponibilidad de los farmacos
acomplejados con ellas. Las CDs son usualmente utilizadas en otros sectores de
la industria, ademas de la farmacéutica, como las industrias cosmética,
alimentaria y quimica, ya que aprovechan su capacidad de incluir en su cavidad

una gran variedad de moléculas hidrofébicas.

» Nanoparticulas Poliméricas

Las nanoparticulas (NPs) se definen frecuentemente como particulas
coloidales sdlidas en un rango de 10 — 1000 nm. El término nanoparticulas
poliméricas es un término general, dado especificamente para nanoesferas y
nanocapsulas. Las nanoesferas son particulas de matrices en las cuales su
masa completa es sdlida, en donde las moléculas de principio activo pueden
estar adsorbidas en la superficie 0 encapsuladas en la particula; por lo general,
son de forma esférica. Las nanocdpsulas son sistemas vesiculares, que actuan
como una clase de reservorio, en la cual las sustancias entrampadas estan
confinadas a la cavidad de las mismas, que consiste en un corazén liquido
(oleoso o acuoso) rodeado por una coraza solida. Los esquemas se presentan

en la figura 1.4 (Rao y col., 2011).
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Figura 1.4: Clasificacion de nanoparticulas. a) Nanoesferas.

b) Nanocdpsulas conteniendo aceite. c) Nanocdpsulas conteniendo agua.

La ingenieria de NPs, que abarca a una variedad de sistemas de materiales
nanoestructurados organicos e inorganicos, se aplica en la actualidad a una
amplia variedad de campos, incluyendo la liberacion de farmacos y genes,
biosensores, tratamientos contra el cancer y diagndsticos. Diferentes tipos de
sistemas nanoestructurados, disefiados para la liberacion de farmacos, han sido
extensamente investigados en décadas pasadas (Mendes y col., 2015); entre
ellos, se encuentran los liposomas, las micelas, las nanoparticulas metalicas, las
lipidicas y las poliméricas.

Existen diversos materiales empleados como componente principal de la
matriz que formara las nanoparticulas, dentro de ellos se incluyen las grasas
(fosfolipidos, acidos grasos), las proteinas (gelatina, albumina) y los polimeros,
ya sean naturales (dextrano, quitosano, alginato), semisintéticos (derivados de
celulosa) o sintéticos [poli(acrilatos), poli(anhidiridos), poli(acrilamidas) y
poli(ésteres)].

Dentro de los polimeros sintéticos, el mas utilizado para la elaboracion de
nanoparticulas mediante el método de emulsion de solvente es el copolimero
sintético acido poli(lactico-co-glicdlico) (PLGA). Este polimero es biodegradable
y biocompatible; presenta baja toxicidad comparada con otros polimeros y es
muy apropiado como sistema de liberacion en ambientes bioldgicos, siendo
aprobado por la FDA para su utilizacién en sistemas de liberacién controlada de

farmacos (Gomez-Gaete, 2014).




Particularmente, las NPs de quitosano se han estudiado especial y
ampliamente para la administracion de farmacos. Uno de los factores principales
es, que influencian su habilidad de promover la absorcion oral de los farmacos
incorporados en ellos y su capacidad de desarrollar interacciones bioadhesivas
en el intestino. En efecto, el desarrollo de interacciones adhesivas, entre las NPs
y la mucosa, podrian inducir a la inmovilizacion de estos sistemas de liberaciéon
de farmacos en intimo contacto con la membrana de absorcion; asi, podrian
facilitar el establecimiento de un gradiente de concentracion del farmaco,
cargado en el “reservorio” (NPs), a la circulacion y, como consecuencia, un

aumento de la absorcién y la biodisponibilidad (Agueros y col., 2009).

Actualmente, las aplicaciones terapéuticas de las NPs son tan diversas como
las vias por las cuales pueden ser administradas destacando la via oral,
pulmonar, oftalmica, endovenosa, intramuscular, intraocular e intraarticular,

entre otras.

» Bionanocompuestos

En la ultima década, los bionanocompuestos, basados en arcillas minerales
y biopolimeros para aplicaciones farmacéuticas, han atraido una gran atencién
(Aguzzi y col., 2007; Viseras y col., 2010). Estos materiales hibridos combinan
las propiedades de ambos componentes, organicos e inorganicos, tales como el
hinchamiento, la captacion de agua, las propiedades mecanicas, el
comportamiento térmico, la reologia y la bioadhesion (Gunister y col., 2007).

Los bionanocompuestos pueden estar constituidos por una gran variedad de

materiales, los cuales pueden ser:

« Componentes organicos: proteinas, polisacaridos, colageno,

carragenato, alginato, celulosa y quitosano.

» Materiales inorganicos: arcillas laminares, hidroxidos laminares y a-

fosfato de Zirconio, entre otros.
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Entre los bionanocompuestos en estudio, el de mayor interés, esta
constituido por montmorillonita (MMT) y quitosano (CHI), especialmente para

aplicaciones biomédicas (ingenieria de tejidos) (Sandri y col., 2014).

Los bionanocompuestos MMT/CHI son capaces de mejorar la estabilidad
térmica y las propiedades mecanicas del CHI (Marroquin y col., 2013), mientras
que, simultdneamente retardan las propiedades de hinchamiento del polimero.
Asi, los sistemas obtenidos MMT/CHI, pueden retrasar la disolucion de la matriz
de CHI en medio acido, resultando en una lenta liberacion del farmaco desde el

sistema (Darder y col., 2003).

> Montmorillonita

La MMT (figura 1.5) es un mineral del grupo de los silicatos y dentro de ellos
pertenece a las llamadas arcillas. Estas arcillas forman parte de la familia de las
esmectitas, dentro de las cuales se encuentran varias otras arcillas como la
vermiculita, el talco, la hectorita y la bentonita. Las dos arcillas mas utilizadas

como materia prima para las nanoarcillas son la montmorillonita y la bentonita.

Figura 1.5: MMT en estado natural.

La MMT es un hidrosilicato de magnesio y aluminio, entre otros elementos.
Tiene una estructura laminar formada por capas de silica tetraédrica colocadas
sobre alumina octaédrica. El esquema de esta estructura se presenta en la figura
1.6.
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Figura 1.6: Esquema de la estructura laminar de la MMT

Los polimeros en las dispersiones de MMT interactuan con las particulas de
la arcilla, de acuerdo con su caracteristica idnica o no ionica.

La MMT vy otras arcillas minerales, como la bentonita, se combinan con
sustancias poliméricas para proporcionar materiales que se han convertido en
recursos claves en la industria farmacéutica y en los campos biomédicos, como

resultado de sus propiedades mejoradas y gran flexibilidad (Xie y col., 2013).

» Quitosano

Los polimeros quitina y quitosano (CHI) son aminopolisacaridos naturales
con estructuras unicas, propiedades multidimensionales, funciones altamente
sofisticadas y un amplio rango de aplicaciones biomédicas y otras areas
industriales. EI CHI se obtiene a escala industrial por N-desacetilacion
termoalcalina de la quitina aislada de los deshechos de crustaceos.
Quimicamente, el término CHI define a una familia de herteropolisacaridos
lineales que estan formados por 2—-amino—-2-deoxi——-D-glucosa (unidades D-
glucosamina) y 2-acetamido-2-deoxi—-B—D—glucosa (unidades N-acetyl-D-
glucosamina) unidas en enlaces (1-4). La estructura del CHI se muestra en la
figura 1.7.
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Figura 1.7: Estructura del quitosano.

Unidades x) D-glucosamina, y) N-acetil-D-glucosamina.

El CHI se considera un material con gran potencial, por sus grandes
posibilidades de modificaciones estructurales para conferir propiedades y
funciones deseadas. Numerosos grupos de investigacion, han alcanzado un
estado de intensa actividad en muchas partes del mundo, debido a las
atribuciones positivas del CHI con respecto a su excelente biocompatibilidad y
admirable biodegradabilidad, con seguridad ecoldgica y baja toxicidad. EI CHI se
ha convertido en un material de gran interés, no solo por ser un recurso sub-
utilizado, sino también como un nuevo biomaterial funcional de gran potencial en
varios campos (Pillai y col., 2009). Ademas, el CHI exhibe propiedades
mucoadhesivas, por lo cual es utilizado para aumentar el tiempo de residencia
de los farmacos en las membranas mucosas, incrementando de esta manera la

biodisponibilidad de los mismos (Ayensu y col.,2012).

Las NPs de CHI, pueden sintetizarse por medio de una gran variedad de
técnicas, dentro de las cuales encontramos electroespray, microemulsion,
gelacion idnica, difusion de solventes emulsificados, etc.

Entre ellas, la gelacién i6nica con tripolifosfato de sodio, como agente
entrecruzante, es la técnica mas utilizada para la obtencién de NPs de CHI (la
técnica se explica con mayor detalle en el capitulo 3 de este trabajo de tesis).
Este método es simple, suave, poco toxico y posible de aplicar a gran escala
(Dong y col., 2013).
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Como se menciond anteriormente, el CHI también se utiliza para la obtencion
de bionanocompuestos. Este polimero puede interaccionar con la MMT

principalmente de dos maneras:

 ElI CHI puede adsorberse en la superficie de la arcilla debido a
interacciones electrostaticas entre ambos componentes, provocando un

colapso en el espacio interlaminar de la arcilla (Gunister y col., 2007).

» Las cadenas de CHI pueden intercalarse entre las laminas de la arcilla,

via intercambio i6nico (Darder y col., 2003).

En la figura 1.8 se presenta un esquema con ambos modelos de interaccion

polimero — arcilla.
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Figura 1.8: Modelos de interaccion. a) Interaccion superficial. b) Intercalacion

de una cadena polimérica. c) Infercalacion de dos cadenas poliméricas.
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Tanto las NPs como los bionanocompuestos son formulaciones
bioadhesivas debido a la presencia de CHI en ellas; ya que, éste polimero le

conferirle esta propiedad debido a sus caracteristicas mucoadhesivas.

Todo sistema bioadhesivo debe sus propiedades a la inclusién de uno o
varios tipos de moléculas poliméricas que, en condiciones apropiadas, son
capaces de establecer interacciones con la superficie bioldgica, reteniendo asi
la forma farmacéutica que contiene al farmaco. Evidentemente, esas condiciones
apropiadas no solo dependen de las caracteristicas quimicas y estructurales del
polimero bioadhesivo, sino también de factores fisioldégicos y variaciones

experimentales (Rodriguez y col., 2000).

» Formulaciones Mucoadhesivas

Actualmente, existe un gran interés en el desarrollo de formulaciones,
realizadas con polimeros mucoadhesivos como, alginato, gelatina, quitosano,
derivados de la celulosa, entre otros. De hecho, estos sistemas presentan
grandes ventajas en comparacion con las formas de dosificacion no adhesivas,

como por ejemplo (Perioli y col., 2013):

» El contacto cercano entre la forma de administracion y la mucosa.

* El mantenimiento de altas concentraciones de farmaco en la superficie
de absorcidn por un prolongado periodo de tiempo.

* Lainmovilizacion de la forma farmacéutica en una parte especifica de la
mucosa.

» La proteccion del principio activo del medio ambiente.

El concepto de polimeros mucoadhesivos fue introducido en la tecnologia
farmacéutica a principios de 1980 y recientemente, se ha aceptado como una
estrategia prometedora para prolongar el tiempo de residencia de los
compuestos en las mucosas del organismo. El desarrollo de novedosos sistemas

de liberacion de farmacos mucoadhesivos ha sido de gran interés para el
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transporte de farmacos, ya que son capaces de adherirse a la capa de mucus
que recubre los epitelios y a que podrian ayudar a evitar que las particulas
atrapadas en esta capa sean removidas del sitio de accion (Oh y col., 2015).

> Bioadhesion

La bioadhesién es un caso particular de adhesion y podria definirse como el
estado en el cual dos materiales, de los cuales al menos uno es de naturaleza
bioldgica, entran en contacto cercano y permanecen juntos por un largo periodo
de tiempo debido a los enlaces establecidos entre dichos materiales. Si la
superficie bioldogica es una mucosa, entonces el fendmeno se denomina
usualmente como mucoadhesién, y las interacciones pueden ocurrir
principalmente con el mucus, pero también con las células epiteliales.

El mucus, es una parte esencial en el fendbmeno de la mucoadhesion y es
por esto que merece una atencion especial al abordar el tema (Sosnik y col.,
2014).

La mucosa recubre la superficie de la mayoria de los epitelios del organismo,
proporcionando una barrera, separandolo del entorno externo. EI mucus, esta
compuesto mayoritariamente por agua (95%), lipidos, sales inorganicas y
glicoproteinas llamadas mucina. Quimicamente, la mucina esta compuesta por
una compleja y heterogénea mezcla de glicoproteinas de alto peso molecular.
La mucina, le confiere la caracteristica de gel al mucus y cumple numerosos roles
bioldégicos, como por ejemplo lubricacion; modulacion de agua y absorcion de
electrolitos; proteccion del epitelio contra estrés mecanico y quimico; y actua
como un filtro para las NPs y sustancias extranas al organismo (Menchicchi y
col., 2015).

En el esquema de la figura 1.9, se representan las interacciones
mucoadhesivas, y la influencia que tiene el tamafo de las NPs y sus
caracteristicas adhesivas en este proceso; las cuales se describen a

continuacion (Sosnik y col., 2014):
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A. Después de la administracién inicial, las particulas llegan a la mucosa;
alli pueden interactuar y difundir a través del mucus, dependiendo de sus
propiedades adhesivas.

B. Las particulas pequenas pueden difundir a través de la capa de mucus;
mientras que, las particulas mas grandes, al no ser capaces de difundir
a través de dicha capa, interactuan en el lumen intestinal, estableciendo

enlaces adhesivos con las cadenas de mucina.

C. El mecanismo natural de clearence ocurre principalmente del lado del
lumen intestinal y las particulas son progresivamente removidas de la
mucosa; mientras que las NPs que han alcanzado la linea celular epitelial

pueden penetrar a través del tejido.

Clearance

S =

>1000 nm 200-500 nm <100 nm
Particulas adhesivas ° | [+] | °

Particulas no adhesivas o ‘ o | °

Figura 1.9: Representacion esquematica de inferacciones de varios tjpos de
particulas con la pelicula de mucus. A) Ambiente externo. B) Capa de mucus.

C) Revestimiento celular epitelial.

Las formas farmacéuticas bioadhesivas tienen como finalidad fijarse a la
mucosas bucal, estomacal, intestinal, etc., con el fin de suministrar de forma
continua la dosis del farmaco para que sea absorbido durante periodos

prolongados de tiempo.
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En base a todo lo expuesto, se planteé como objetivo principal de este
trabajo de tesis el desarrollo de sistemas de liberacion de farmacos;
particularmente sistemas de liberacion modificada y mucoadhesivas, destinadas

a distintas vias de administracion como son la oral y la bucal.
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Capitulo 2:
DESARROLLO Y CARACTERIZACION DE COMPLEJOS DE INCLUSION

INTRODUCCION

La administraciéon oral de los farmacos es generalmente la via de
administracidon mas conveniente y preferida por las personas, ya que no implica
dolor. Una de sus principales ventajas, es el alto cumplimiento del tratamiento
por parte del paciente. Las empresas farmacéuticas tienen gran interés en el
desarrollo de sistemas de administracion oral de ingredientes farmacéuticos
activos (IFA) para aquellos que actualmente estan en el mercado s6lo como
inyectables, asi como para nuevas entidades quimicas (Pouton, 2006).

Para producir sus acciones terapéuticas caracteristicas, un farmaco debe
alcanzar concentraciones adecuadas en los sitios donde actua. Las
concentraciones logradas, a pesar de que estan en funcién de la dosis del
producto administrado, también dependen de la magnitud y la tasa de su
absorcién, distribucion, union o localizacion en tejidos, biotransformacion y

excrecion (Goodman Gilman A., 2011).

Liberacion Absorcion Distribucion Metabolismo Excrecion

Una vez administrada la forma farmacéutica, el IFA sufre diferentes procesos

hasta llegar a disolverse en el fluido del tractogastrointestinal (TGI) y
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posteriormente, ser absorbido. El medicamento?, en primer lugar, se desintegra
en granulos o agregados; a continuacion estos granulos se rompen y originan
particulas individuales, a partir de las cuales el IFA es disuelto y solubilizado.
Estando en solucion, el farmaco tiene la posibilidad de absorberse, para lo cual
debe sufrir un proceso de permeacion y posterior conduccion hacia la sangre.
Cada uno de estos procesos depende de diferentes propiedades fisicoquimicas
del principio activo y de las caracteristicas de la forma farmacéutica que
determinan la velocidad a la que estos eventos ocurren y por ende, definen la
velocidad de absorcion.

Varios métodos se han descrito para aumentar la solubilidad de farmacos
poco solubles, por ejemplo la formaciéon de profarmacos, la adicion de
surfactantes, la formacion de sales, dispersiones solidas y la reduccidon del
tamano de las particulas (Leuner y col., 2000). Ademas, son muy utilizadas las
ciclodextrinas, las cuales representan un grupo importante de excipientes para

este propdsito.

» Ciclodextrinas

Como se menciond en el capitulo 1 de esta tesis, las CDs tienen una
estructura ciclica formada por unidades de glucopiranosa, las cuales presentan
una cavidad interna hidrofébica y una superficie externa hidrofilica, en donde se
localizan los grupos hidroxilos (Bonini et al., 2006). Esta estructura caracteristica
de las CDs se debe a que las unidades de glucosa estan unidas por enlaces a-
(1-4), lo cual le da una conformacién de silla a las unidades de glucopiranosa,
formando un cono con los grupos hidroxilos secundarios que se extienden desde
el borde mas ancho y los grupos hidroxilos primarios desde el borde estrecho.
En solucion acuosa estos grupos hidroxilos forman puentes hidrégenos con el

agua, haciendo que la CD sean solubles en agua (Messner et al., 2010).

! Medicamento: toda preparacion o producto farmacéutico empleado para la
prevencion, diagnéstico y/o tratamiento de una enfermedad o estado patoldgico o para
modificar sistemas fisiologicos en beneficio de la persona a la que se lo administra

(Farmacopea Argentina, 8° Edicion).
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Estos oligosacaridos son utilizados como excipientes en numerosas
formulaciones farmacéuticas comerciales. Se conoce que las CDs forman
agregados de tamafio nanométrico en soluciones acuosas, lo cual tiene un gran
potencial para el desarrollo de sistemas de liberacidon de principios activos
sofisticados.

Cuando la cavidad de la CD se llena con moléculas de otra sustancia, al
sistema obtenido se lo llama complejo de inclusién. Los complejos de inclusion
son entidades que integran dos o0 mas moléculas, como se muestra en la figura
2.1. Se forman complejos del tipo huésped:receptor, en donde la CD es el
receptor y el farmaco es el huésped, el cual puede ingresar total o parcialmente
dentro de la cavidad. Esto ocurre por la interaccion de fuerzas fisicas, sin uniones

covalentes.

gp—

”~ s -
:—J - Complejo
T 2 1:1
A
Complejo
CcD 1:2

Figura 2.1: Tipos de complejos de inclusion de CDs.

La formacion de un complejo de inclusion SwmL, con CD es un proceso

reversible, que responde a la siguiente reaccion:

Km:n
mS + nLz—> Snln

<—
donde, m es el numero de moléculas de soluto (S) asociadas con n moléculas
de ligando (L) para formar un complejo con estequiometria m:n.
Los complejos huésped:receptor mas comunes son los que tienen una
estequiometria 1:1, aunque pueden existir otros con estequiometria 1:2 o incluso

diferentes.
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Cada CD tiene la habilidad de formar complejos de inclusion
huésped:receptor, con moléculas huésped especificas, dicha habilidad depende
de un ajuste apropiado de la molécula huésped en la cavidad de la CD. Las
principales ventajas de las CDs nativas como transportadores de farmacos son

(Fermeglia y col., 2003):

v' Tienen una estructura quimica bien definida, y poseen sitios potenciales
para modificaciones quimicas.

v Las distintas CDs proporcionan cavidades de diferentes tamafos.

<

Tienen baja toxicidad y baja actividad farmacoldégica.
v" El principio activo incluido en la cavidad puede protegerse de su

biodegradacion.

Los complejos con CDs en el campo farmacéutico, son principalmente
utilizados para aumentar la solubilidad acuosa y la disoluciéon de farmacos poco
solubles en agua y ademas, para mejorar su estabilidad y biodisponibilidad.
También, la encapsulacion molecular en CDs es una estrategia que puede
utilizarse para enmascarar sabores y olores desagradables, disminuir la
evaporacion de sustancias volatiles, proteger a las moléculas sensibles de la luz
o el oxigeno, convertir liquidos y aceites en polvos que fluyen facilmente, reducir
la irritacion local provocada por los farmacos y disminuir problemas de

incompatibilidad entre sustancias (Mura, 2015).

Las condiciones que debe reunir un IFA huésped, para formar un complejo
son:

v’ La molécula debe tener mas de 5 atomos (carbono, fésforo, sodio,
nitrégeno, entre otros); de lo contrario es demasiado pequena para un ajuste
dentro de la cavidad. Pero debe ser menor a 5 anillos condensados; de lo
contrario es demasiado grande para entrar en la cavidad.

v' La solubilidad en agua debe ser menor a 10 mg/mL.

v" El punto de fusién tiene que ser menor a 250 °C; de lo contrario las fuerzas

cohesivas entre las moléculas son muy fuertes.
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v" El peso molecular debe estar entre 100 — 400 g/mol, ya que con moléculas
muy pequenas, el complejo es muy débil y, si son muy grandes, no entran en la

cavidad.

> Hidroclorotiazida

La Hidroclorotiazida (HCT), 6-cloro-3,4dihidro-2H-1,2,4-benzitiadiazina-
7sulfonamida-1,1-dioxido (figura 2.2), es una tiazida diurética muy conocida y
ampliamente utilizada.

Las tiazidas y sus derivados, son seguras y activas cuando se las administra
por via oral, pero son diuréticos relativamente débiles. La HCT, como el resto de
las tiazidas, actua principalmente en los segmentos iniciales del tubulo distal del
rindn, donde inhibe la reabsorcion de NaCl al fijarse al co-portador responsable
del co-transporte electroneuronal de los iones Na* y Cl-. Aumenta la excrecion
de estos iones y el agua correspondiente. Esta clase de farmacos se utilizan
comunmente en el tratamiento de la insuficiencia cardiaca leve y en casos de
hipertension. Existen muchas tiazidas, pero la unica diferencia entre ellas es la

duracion en su accién (Neal, 2007).

Cl

H

Nﬁ
I
N

N N

Figura 2.2: Hidroclorotiazida.

pKa= 9,2 <— H,N H — pKa=7.9

La HCT es un farmaco poco soluble en agua y poco permeable a través de
la mucosa intestinal, por lo tanto, pertenece a la clase IV del Sistema de

Clasificacion Biofarmacéutico (Amidon y col., 1995).
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La HCT es una molécula polifuncional con valores de pKa de 7,9 y 9,2.
Debido a esto, es que a pH < 6 esta en su estado neutro, mientras que a valores
de pH > 9 es un di-anion. En el rango de pH fisidlogicos, se encuentra como una

mezcla de especies neutra, mono-aniénica y di-aniénica (Cudina y col., 2005).

» Sistema de Clasificacion Biofarmacéutico

El Sistema de Clasificacion Biofarmacéutico de farmacos (SCB), propuesto
por el Dr. Gordon Amidon (Amidon y col., 1995), es un marco cientifico para
clasificar un farmaco considerando su solubilidad acuosa y su permeabilidad
intestinal. Ademas, el SCB tiene en cuenta la disolucién del farmaco, por lo cual
considera los tres factores mas importantes que modulan la velocidad y cantidad
absorbida de un principio activo, a partir de formas farmacéuticas solidas de
administracién oral y de liberacién inmediata. En base a esto, los farmacos se

pueden clasificar en cuatro categorias, tal como se muestra en la tabla 2.1.

Tabla 2. 1. Sistema de Clasificacion Bliofarmacéutico.

Clase Solubilidad Permeabilidad
I Alta Alta
Il Baja Alta
i Alta Baja
v Baja Baja

La solubilidad y la velocidad de disolucién de un ingrediente activo son las
caracteristicas de mayor importancia en los estudios de preformulacién de
formas de dosificacion farmacéutica solidas (Zakeri-Milani y col., 2009). Son
muchos los factores que influencian la velocidad y cantidad de un ingrediente
farmacoldgicamente activo que se absorbe luego de su administracion oral. Las
propiedades fisicoquimicas de los farmacos son quizas las mas importantes. La

absorcidon también puede ser muy afectada por la presencia de otros materiales
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en el tracto gastrointestinal (TGI) (ej.: vehiculo usado en el experimento, comida
ingerida antes o durante la ingestién del agente terapéutico, etc.).

Las guias de la Food and Drug Administration (FDA)(FDA, 2000), establecen
que una sustancia se considera altamente soluble cuando la mayor dosis de la
misma se solubiliza en 250 mL o menos de agua en el intervalo de pH 1,0 - 7,5.
El volumen estimado de 250 mL deriva de los protocolos basicos de
bioequivalencia donde se prescribe la administracion de los farmacos con un
vaso de agua. El rango de pH establecido se debe a que en condiciones de
ayuno, el pH a lo largo del TGl varia en un rango de 1,4 — 7,4, desde el estbmago
hasta el ileon. De lo contrario, las sustancias se consideran poco solubles (FDA,
2001). A su vez, las guias de la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) vy la
Agencia Europea de Medicina (EMA) consideran a una sustancia altamente
soluble cuando presenta la menor relacion dosis/solubilidad en 250 mL, a 37 °C
en el intervalo de pH 1,2 - 6,8 (EMA, 2010; OMS, 2006). Una alta solubilidad
asegura que dicha propiedad no afectara la disoluciéon y la consecuente
absorcion de las moléculas del farmaco.

Por su parte, las guias de la FDA establecen que, ante la ausencia de
inestabilidad en el TGI, una sustancia se considera altamente permeable cuando
la cantidad absorbida en el intestino resulta del 90% o mas; de otro modo los
farmacos se consideran poco permeables (FDA, 2001). Por otro lado, las guias
de la OMS y la EMA establecen que una sustancia se considera altamente
permeable cuando la cantidad absorbida es del 85% o mas (EMA, 2010; OMS,
2006). Una alta permeabilidad asegura que un farmaco sera completamente

absorbido durante el tiempo limitado de transito por el intestino delgado.

> Objetivos

El objetivo planteado para esta parte del proyecto de tesis, fue mejorar las
propiedades biofarmacéuticas desfavorables de la HCT, utilizando como
estrategia la formacion de complejos de inclusion con CDs. Para trabajar se
selecciond la BCD, ya que es la favorita para la encapsulacion de farmacos en la
industria farmacéutica, por su bajo costo y alto rango de productividad (Sun vy
col., 2006).
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El complejo fue exhaustivamente caracterizado, por medio de diversas
técnicas, tanto en estado sélido como en solucion, y asi también con métodos /n
silico.

Para alcanzar el objetivo propuesto se desarrollé la siguiente metodologia

de trabajo:

Parte I: Caracterizacion en Solucién

Se realizé la caracterizacion en estado liquido del complejo formado, para
poder determinar la estequiometria del mismo, las interacciones establecidas
entre el IFA y el receptor, el porcentaje de encapsulacion de IFA en el complejo
y el efecto de la acomplejacion en la solubilidad y estabilidad de este principio
activo.

Con este fin, se han llevado a cabo estudios de Diagramas de Solubilidad de
Fases, Titulacion Isotérmica Calorimétrica y Espectroscopia de Resonancia
Magnética Nuclear, abarcando diferentes valores de pH 3; 5,5; 6,8; 7,4; 8 y 10;
los cuales simularon las condiciones fisiolégicas del tracto gastrointestinal y en

un amplio rango de temperaturas (20 — 45 °C).

Parte II: Caracterizacion en Estado Sélido.

La caracterizacidon en estado solido se llevd a cabo con el fin de determinar
qué tipo de interacciones tienen lugar entre los componentes de los sistemas
obtenidos, qué grupos funcionales se ven involucrados en dicho proceso, cémo
se ven afectadas las propiedades fisicoquimicas del IFA en la nueva entidad
formaday como se modifica la velocidad de disolucion del principio activo, como
dato fundamental de este trabajo.

Para esto, se realizaron analisis térmicos, espectros infrarrojos y ensayos de
disolucién, analizando muestras de los componentes puros, las mezclas fisicas

y el complejo obtenido por liofilizado.

Parte lll: Estudios Computacionales
Los estudios tedricos de modelado molecular se realizaron para predecir el
comportamiento del complejo de inclusidon obtenido. Los resultados

experimentales se compararon con los calculos teéricos. El objetivo de este
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estudio fue correlacionar los resultados experimentalmente con los que se

obtuvieron por medio de métodos computacionales.

> Materiales

La HTC, fue comprada a Parafarm (Buenos Aires, Argentina) y se utilizé sin
previa purificacion.

La BCD, fue donada por Ferromet S.A. (agente de Roquette en Argentina).

El agua deuterada (D20) 99,9% D, utilizada para los estudios de NMR fue
adquirida en Sigma (Buenos Aires, Argentina).

Todos los experimentos fueron realizados con quimicos de grado analitico.

El agua utilizada en todos los estudios fue producida con un sistema de
purificacion Milli-Q (Millipore, Bedford, MA). Se utilizaron buffer fosfatos para

controlar el valor del pH del medio.
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PARTE I: CARACTERIZACION EN SOLUCION

2.1.1 Instrumental

Las muestras se pesaron en una balanza analitica Voyager Ohaus modelo
Explorer E01140. Se solubilizaron con la ayuda de un ultrasonicador EIma S 40
Elmasonic y se incubaron en un bafo termostatizado HAAKE DC10 con una
precision de + 0,1°C.

El pH de las muestras se determiné utilizando un pH-metro Hanna instrument
HI 255 combined meter.

Las mediciones de absorbancia se realizaron en un espectrofotometro
Agilent Technologies Cary 60 UV-Vis. Se emplearon celdas de cuarzo de 1cm
de paso optico Héllma Analytics.

Los estudios de ITC se realizaron utilizando un titulador VP-ITC
Microcalorimetro (MicroCal, Inc., Northampton, MA)

Los espectros de NMR fueron obtenidos usando un espectrometro Brucker
Avance Il 400 de alta resolucidén, equipado con resolucion digital, sonda de
deteccion inversa y unidad de temperatura variable. El equipo oper6 a 400,16
MHz para '"H y a 100,63 para '3C. Se utilizaron tubos de 5 mm de diametro
Merck®. Todos los experimentos se desarrollaron en solucion tamponadas en
D20.

2.1.2 Meétodos

2.1.2.1 Diagrama de Solubilidad de Fases

Los diagramas de solubilidad (DSF) se obtuvieron de acuerdo al método
descrito por Higuchi y Connors (Higuchi, 1965). Un exceso de HCT se mezclo
con soluciones tamponadas de diferentes valores de pH (3; 5,5; 6,8; 7,4; 8 y 10),
conteniendo cantidades crecientes de BCD (0 — 12 mM). Los tubos se colocaron
en un bafno termostatizado a diferentes temperaturas (25, 37 y 45 °C) durante 72
h, para alcanzar las condiciones del equilibrio. Dos veces al dia, los tubos fueron

sometidos a mezclado por vortex, para favorecer aun mas la solubilidad de la
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HCT. Una vez alcanzado el equilibrio de fases, las muestras fueron filtradas a
través de filtros de membranas de tamano de poro de 0,45 pm. Se midi6 el pH
de las soluciones obtenidas y, luego de hacer las diluciones correspondientes,
se cuantifico la cantidad de HCT solubilizada, con un espectrofotdmetro UV-Vis
a 270 nm; la BCD no tiene absorbancia a la longitud de onda (A) seleccionada.
Los DSF fases se construyeron graficando la concentracion de soluto medido
en funcion de la concentracion del ligando en cada solucion; en donde So
representa la solubilidad en equilibrio del soluto en ausencia del ligando. Las
constantes de estabilidad aparente (K, M-1) se obtuvieron aplicando la ecuacién
2.1.
K = pendiente/(S, (1 — pendiente)) Ecuacion 2.1

Cada experimento se realiz6 por triplicado, informandose cada valor, con el

error correspondiente (£ DS).

2.1.2.2 Titulacion Isotérmica Calorimétrica

Los experimentos de titulacion isotérmica calorimétrica (ITC) se realizaron a
20, 25, 37 y 45 °C, utilizando un microcalorimetro. Los ensayos se llevaron a
cabo utilizando la concentracion de maxima solubilidad, tanto para la HCT como
para la BCD, por lo cual la concentracién inicial del huésped (HCT) fue de 2 mM,
dentro de la celda de titulacion; mientras que la solucion inicial del receptor
(BCD), en la jeringa de infusién, fue de 12 mM. Esta estrategia de colocar el
huésped en la celda de titulacién y titular con el ligando, se utiliza cuando el
farmaco en estudio tiene baja solubilidad (lllapakurthy y col., 2005).

Para cada experimento, se agregaron 28 alicuotas de 10 uL cada una de
solucion de BCD, para titular la solucion de HCT dentro de la celda de reaccién
(1,4542 mL). Ambas soluciones se encontraban al mismo valor de pH (3; 5,5;
6,8; 7,4; 8 y 10). Las alicuotas fueron agregadas a intervalos de 3,3 minutos,
tiempo suficiente para permitir que se equilibren las soluciones dentro de la
celda. Antes de cada ensayo de formacion de complejo realizado, se midio el
calor liberado durante la reaccion de dilucion de la BCD, titulando con 28

inyecciones (10 yL cada una) en la solucion tamponada correspondiente al del
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ensayo, utilizandose este valor como blanco a la hora de calcular las constantes
de estabilidad.

Durante el experimento y como consecuencia de la dilucion de la muestra en
la celda de titulacion, la concentracion del huésped varié de 2 a 1,67 mM,
mientras que la concentracion del receptor estuvo en un rango de 0 a 2 mM.
Todas las soluciones fueron desgasificadas antes de comenzar las titulaciones.

Los datos obtenidos de los experimentos fueron procesados luego de ser
convertidos en isotermas de union. Antes de ajustar al modelo apropiado, se
desconté la isoterma de calor de dilucidon de la BCD a la isoterma correspondiente
al calor de union. La primera inyeccion (5 L) se descart6 para evitar cualquier
efecto de difusion entre los materiales de la jeringa y la celda calorimétrica.

Cada experimento fue realizado por triplicado para asegurar la
reproducibilidad, los datos obtenidos de las réplicas exhibieron diferencias
menores al 10%. Las entalpias de union (4H, kJ-mol-1), estequiometria (n) y
constantes de estabilidad (K, M#7) fueron obtenidas por un modelo de ajuste no
lineal, utilizando el software propio del equipo MicroCal Origin.

Los ensayos de ITC se llevaron a cabo en colaboracién con la Dra. Mariana
A. Fernandez, investigadora del INFIQC-CONICET, en el departamento de

Quimica Organica, de la Facultad de Ciencias Quimicas, UNC.

2.1.2.3 Resonancia Magnética Nuclear

Los espectros de NMR de protones ('"H NMR) fueron realizados a 25y 45°C
en soluciones tamponadas (0,2 M)/D20 (80/20 %v/v), ajustando el valor de pH a
3;5,5;,6,8;7,4; 8;8,7;9,5; 10 y 12, con NaOH o D20. El corrimiento quimico ()
del solvente residual a 4,8 ppm se utiliz6 como referencia interna. Debido a su
baja solubilidad en agua, las soluciones de HCT o HCT mas BCD se prepararon
de la siguiente manera: se colocd un exceso de HCT en 5 mL de una solucién
acuosa de BCD (12 mM) en una solucion tamponada de fosfatos (0,2 M)/D20 o
D20, los cuales se agitaron por 24 h a 25 °C. La suspension resultante se filtrd
antes de realizar los espectros de 'H NMR. La variacion de desplazamiento
quimico (Ad) de protones para la BCD y la HCT, originados por el fenémeno de

acomplejamiento, se calcul6 aplicando la ecuacion 2.2.
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Ad = 64— Olibre Ecuacion 2.2
donde, 84c es el corrimiento de los protones de la BCD 6 la HCT cuando
estan acomplejadas y Siibre, €S €l corrimiento de los protones de la CD ¢ la

HCT cuando estan solas.

2.1.2.4 Analisis Estadistico de los Datos

El analisis estadistico de los datos se realizé utilizado el test-f de Student.
En este test, se rechaza la hipdtesis nula (Ho) cuando p < 0 al nivel de
significacidn elegido. Es decir si se trabaja con un 95% de confianza, p= 0,05. Ho
plantea que no hay diferencia entre las muestras comparadas. Por lo tanto, se
considera que una diferencia es estadisticamente significativa cuando se cumple

que p es < 0,05; siendo p la probabilidad.

2.1.3 Resultados y Discusién

2.1.3.1  Diagramas de Solubilidad de Fases

Los DSF son herramientas muy utiles para el estudio de complejos de
inclusion entre componentes poco solubles en agua y las CDs. Si bien no
verifican la formacién del complejo de inclusién, nos permiten describir como
aumenta la solubilidad del IFA a medida que aumenta la concentracion del
receptor (CD).

Higuchi y Connors, proponen una clasificacion de los complejos basandose
en sus diagramas de solubilidad de fases; por ejemplo, cdmo cambia la
solubilidad aparente de una molécula de soluto (IFA) cuando aumenta la
concentracion del ligando disuelto (CD), debido a que aumenta la solubilidad
acuosa del IFA por el complejo formado (Higuchi, 1965).

Como se menciono anteriormente, los DSF se construyen graficando la

concentracion del soluto en funcidén de la concentracion del ligando en solucion;
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Capitulo 2: Complejos de Inclusion

de los cuales se obtienen diagramas de dos clases, de tipo A y de tipo B, con
algunas variaciones dentro de cada una de ellas.

En soluciones acuosas, los perfiles de solubilidad de fase tipo A se obtienen
cuando la solubilidad del soluto aumenta con el incremento en la concentracidon
del ligando, a través de la formacién de complejos solubles en agua. Cuando el
complejo es de primer orden con respecto al soluto y de primer orden con
respecto al ligando, entonces estamos en presencia de perfiles del tipo AL. Si el
complejo es de primer orden con respecto al soluto pero de segundo orden o
mayor con respecto al ligando, tenemos perfiles del tipo Ar. Los perfiles del tipo
An son muy dificiles de interpretar, probablemente respondan a cambios en la
constante dieléctrica inducidos por el ligando en el medio acuoso de
acomplejamiento, a cambios en la solubilidad del complejo o la agregacién de
las moléculas de ligando. Los DSF tipo B indican la formacion de complejo con
limitada solubilidad en el medio acuoso de acomplejamiento. Los complejos mas
comunmente formados, entre los IFA y las CD, son del tipo 1:1 (Messner y col.,

2010). En la figura 2.3 se muestra un esquema con de los distintos tipos de DSF.

Solubilidad del Sustrato

W

Concentracion del Ligando

Figura 2.3: Tipos de diagramas de solubilidad de fases.

Considerando las isotermas de tipo A, se supone que un complejo simple de
tipo SmLn, es el responsable del aumento de la solubilidad aparente de S, por lo

que la constante de formacion del mismo va a estar dada por la ecuacion 2.3.
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Ecuacion 2.3

en donde, [SmLn] es la concentracion molar del complejo, [S] es la

concentracion molar del soluto y [L] la concentracion molar del ligando.

Las concentraciones de cada especie pueden expresarse como:

[S]= S, Ecuacion 2.4
[SmLa] = 220 Ecuacion 2.5
[L] = L;— n[S,L,] Ecuacion 2.6

en donde, Soes la solubilidad de Sen el equilibrio en ausencia de L, Stes la
concentracion total disuelta de S, y Lt es la concentracién total adicionada de L.
Un grafico de S vs Lt para la formaciéon de un complejo soluble Swmin resulta
en una linea recta (diagrama tipo A), en el cual la interseccién al eje y es igual a

So y de la pendiente obtenemos la A'segun la formula de la ecuacion 2.1.

En la figura 2.4, se presentan los graficos correspondientes a los DSF
determinados para la HCT con la BCD en soluciones acuosas de diversos valores
de pH y a diferentes temperaturas: a) 25 °C, b) 37 °C y c) 45 °C. En todos los
casos, la solubilidad de la HCT aumento linealmente con respecto al aumento en
la concentracién de la BCD. Se propone entonces, la formacién de un complejo
HCT/BCD de estequiometria 1:1, soluble en el rango de concentraciones
estudiadas, lo cual esta definido por el diagrama de solubilidad del tipo A.. La
constante de estabilidad, de estequiometria 1:1 (K77, M), del complejo de
inclusion se calculd a partir del ajuste lineal de la curva, utilizando la ecuacién
2.1 a diferentes valores de pH y temperatura. Los resultados se presentan en la
tabla 2.2.

De los resultados obtenidos se observo que la K fue altamente dependiente

del estado de ionizacion de la HCT; siendo los valores mas bajos de K7:7 a altos
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Capitulo 2: Complejos de Inclusion

valores de pH, indicando que cuando la HCT esta totalmente ionizada tiene baja
afinidad por la BCD; lo que podria atribuirse a las caracteristicas basicas de esta
molécula, ya que debido a esto decrece la hidrofobicidad de la HCT, lo cual
podria afectar a las interacciones de Van der Waals y a su vez, aumentar la
energia de desolvatacion del ligando requerida para que se forme el complejo.

También se observé que el valor de la K disminuye a medida que aumenta
la temperatura, ya que en esas condiciones el complejo formado es mas
inestable. La cantidad encapsulada de HCT en la cavidad de la BCD fue en
promedio del (28 £ 7) %.

En base a los resultados expuestos, se observd que el valor de la K es
altamente dependiente del pH del medio, por lo tanto del estado de ionizacion

del farmaco y, de la temperatura.
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Tabla 2.2: Resultados de los DSF en las distintas condiciones ensayadas.

Medio T°C So (M) S max (M) Tipodecurva K77 (M1) r2 %Encapsulado
25 (1,76 £ 0,05) x10-3 (3,98 + 0,13) x10-3 AL 123+ 5 0,9963 21,7
pH=3 37 (2,08 £ 0,07) x10-3 (4,36 £ 0,12) x10-3 AL 114 +£6 0,9947 23,7
45 (3,38 £ 0,39) x10-3 (5,02 £ 0,17) x10-3 AL 42+ 8 0,8976 14,2
25 (1,79 £ 0,03) x10-3 (3,48 £ 0,11) x10-3 AL 126 + 16 0,9778 22,5
pH= 5,5 37 (2,96 + 0,13) x10-3 (5,11 + 0,17) x10-3 AL 76+12 09525 22,1
45 (3,79 £ 0,11) x10-3 (6,85 + 0,24) x10-3 AL 76+ 8 0,9738 28,8
25 (2,18 + 0,06) x10-3 (4,19 £ 0,01) x10-3 AL 130+ 15  0,9818 28,3
pH= 6,8 37 (3,82 £ 0,14) x10-3 (6.46 + 0,22) x10-3 AL 7113 0,9426 27,1
45 (4,25 £ 0,29) x10-3 (7,12 £ 0,14) x10-3 AL 777 0,9730 32,7
25 (2,17 £ 0,04) x10-3 (4,77 £ 0,18) x10-3 AL 111 £ 29 0,8807 24,1
pH= 7,4 37 (3,21 + 0,07) x10-3 (4,89 + 0,15) x10-3 AL 86+17  0,8266 27,5
45 (4,77 £ 0,29) x10-3 (6,30 = 0,26) x10-3 AL 75+ 11 0,9512 35,8
25 (2,94 £ 0,11) x10-3 (5,40 £ 0,19) x10-3 AL 82+7 0,9859 241
pH=8 37 (4,15 £ 0,05) x10-3 (6,69 = 0,07) x10-3 AL 699 0,9390 28,6
45 (5,21 £0,12) x10-3 (8,66 + 0,42) x10-3 AL 80+8 0,9740 41,7
25 (1,32 £ 0,01) x10-2 (1,64 = 0,06) x10-2 AL 255 0,8784 33,1
pH= 10 37 (2,01 + 0,04) x10-2 (2,60 + 0,12) x10-2 AL 19+ 2 0,9497 38,2
45 (2,15 £ 0,16) x10-2 (2,65 + 0,12) x10-2 AL 365 0,9334 77,4
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Figura 2.4: DSF a distintos valores de pH y temperaturas, [HCT] M vs [FCD] M. a) 25 °C; b) 37 °C; c) 45 °C.
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2.1.3.2 Titulacion Isotérmica Calorimétrica

La técnica de ITC es muy valiosa y altamente sensible, capaz de medir la
interaccidon de especies reactivas en solucién. Hasta ahora se ha utilizado con
gran éxito en estudios de interaccion desde el punto de vista termodinamico y
cinético, entre biomoléculas, ambas en soluciones acuosas diluidas.

Los desarrollos instrumentales recientes para calorimetria, permiten la
deteccion de interacciones muy débiles que involucran calores de unién muy
bajos, del orden de micro-joules. Esto convierte la técnica en una herramienta
adecuada para evaluar las interacciones asociadas a los complejos con CD (Sun
y col.,, 2006). De esta manera, pueden determinarse simultaneamente la
constante de estabilidad (K), la estequiometria del complejo (n), la entalpia (H) y
la entropia (S), obteniendo el perfil termodinamico completo de la interaccion de
un determinado compuesto con la CD, utilizando un ajuste no lineal de cuadrados
minimos basados en la isoterma de Wiseman, ecuacién 2.7

Para el caso mas simple de uniéon ligando - receptor (X+M) de
estequiometria 1:1, dicha isoterma de Wiseman (ecuacién 2.7), se relaciona
paso a paso con los cambios de calor del sistema (normalizado con respecto a
los moles de ligando agregados por inyeccion (dQ/d[X]:) con la relacion absoluta
de concentraciones ligando — receptor (Xr = [X]¢/[M]t]), en todos los puntos de la
curva de titulacion. Los parametros 4H, /oy rson la entalpia molar de union, el
volumen efectivo de la solucion de la celda de titulacion y la composicion variable
1/[CD]TKeq (ecuacién 2.8), respectivamente. (Turnbull y col., 2003) (Indyk y col.,
1998).

9 _ ARV, [; —r Ecuacion 2.7
A o [3 ; WZ—MR] cuacion 2.
donde,
loc= K, [M],= 2k Ecuacion 2.8
T Kq
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Capitulo 2: Complejos de Inclusion

Aplicando las ecuaciones 2.9y 2.10, es posible calcular la energia libre y los

parametros de entropia.
AG= —RTInK Ecuacion 2.9
AG = AH —TAS Ecuacion 2.10

En el grafico de la figura 2.5, se muestra una curva representativa del calor
liberado en funcion de la relacion molar HCT:BCD, para una solucion de HCT

titulada con una solucién de BCD.
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Relacién molar 3-CD: HCT

Figura 2.5: Gréfico de la curva de liberacion de calor durante la titulacion de HCT con

BCD. a) Titulacion isotérmica calorimétrica. b) Isoterma de titulacion.

La forma aparente de la curva de titulacién obtenida, en los experimentos de
ITC, varié significantemente, dependiendo de la concentracion del ligando (HCT)
y del receptor (BCD), asi como de la magnitud de la constante de equilibrio. Si la
constante de equilibrio es pequefa y la concentracion del ligando inicial es baja,
solamente una pequefa porcion del receptor agregado puede reaccionar con el

ligando en la celda para dar una curva tipica (sigmoidea completa) (H. Dodziuk,
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2006). Es por esta razdén que en estos casos, s6lo vemos la primera parte de
dicha curva.

Para poder determinar el tipo de interaccidn que mejor ajusta a los datos
experimentales, se evaluaron los modelos de un sitio y de uniones secuenciales,
con n, K y H como parametros representativos ajustables. Ambos modelos
corresponden a las reacciones indicadas en las ecuaciones 2.11 y 2.12, las
cuales son designadas por el programa como °‘single-site model”’y ‘sequential

binding model’; respectivamente.

K
HCT +nCD *—> HCT (CD), Ecuacion 2.11
K K>
HCT + CD*—> HCT.CD *+—> HCT (CD)- Ecuacion 2.12

El mejor ajuste se obtuvo con el modelo de “single-site model”, los resultados
se presentan en la tabla 2.3.

En todos los casos se observd que se forma un complejo de inclusion de
estequiometria 1:1, por medio de una reaccion exotérmica. De los parametros
termodinamicos calculados, se pudo ver que la disminucién de la energia libre
de Gibbs (AG), asociada a la formacion del complejo de inclusion, estuvo
impulsada principalmente por la entalpia. Este fendmeno exotérmico se
relaciond con las interacciones intermoleculares que se establecieron entre la
HCT y la BCD luego del acomplejamiento y resultdé en ambos eventos
termodinamicos, favorables y desfavorables. Se sabe que las interacciones de
van de Waals constituyen un componente clave que impulsa la formacién de
complejos de inclusion con la BCD, por lo que se esperaria que la HCT posicione
la parte mas hidrofébica de la molécula dentro de la cavidad de la CD, mientras
que los restos mas polares, estén expuestos al solvente. También se conoce que
la deshidratacion de la BCD juega un papel importante en la inclusion de HCT, el
costo energético de este evento también se observo en el cambio de entalpia.
Considerando que la unién de HCT tiene valores de AG negativos, se esperaria
que la estabilizacion del complejo, conferida por la fuerza de van der Waals y las
interacciones electrostaticas, sea compensada por el costo energético de la
deshidratacion de la BCD.
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El cambio entalpico asociado a la formacion del complejo fue altamente
dependiente de los estados de ionizacion de la HCT y de la temperatura, siendo
que los valores mas pequeios fueron obtenidos en los altos estados de
ionizacion del farmaco y temperaturas, esto sugeriria que las interacciones
intermoleculares entre la HCT, y asi la estructura del complejo, sea altamente
modificado por estas variables. Esta observacién es consistente con lo
observado por otros autores (Terekhova y col., 2015; Zielenkiewicz y col., 2010),
donde un ligando con una carga neta, exhibe menores constantes de afinidad
por la BCD que su correspondiente equivalente neutro. La identificacion a nivel
atomico de este fendmeno, sera ampliamente discutido en la parte de estudios
de modelado molecular.

Con respecto a los cambios de entropia (AS), se han encontrado valores
negativos pequenos, los cuales se atribuyeron a los rearreglos conformacionales
y a la desolvatacion asociada con la formacidon del complejo. Puede ser que, en
la formacion del complejo, las moléculas de agua son excluidas de la cavidad de
la BCD y de la interfaz de unidn, lo cual origina una significativa reacomodacion
del solvente. Los cambios de entropia negativa observados, podrian ser
originados por la ganancia entropica derivada de los rearreglos de las moléculas
de agua originalmente alrededor de las moléculas del ligando y del receptor, la
pérdida de entropia del ligando, esta relacionada con la disminucion en la libertad
de movimiento dentro del complejo. Como estos efectos opuestos fueron casi
iguales, la variacion de la entropia fue baja y, en este caso particular, ligeramente
negativa. El efecto de la temperatura en la afinidad de HCT por BCD también fue
analizado, observandose que la afinidad disminuye a medida que aumenta la

temperatura, lo cual confirma que el proceso es exotérmico.
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Tabla 2.3: Resultados obtenidos por ITC para el complejo formado HCT/5CD,

en soluciones tamponadas de diferente valor de pH y a distintas temperaturas:

parametros termodinamicos AH®, AG° y AS°, y constante de estabilidad, K.

] ] i AH AG AS
Medio T°C Kir(M7') Estequiometria
kJ x mol-1 kdxmol' J x mol!x K-
20 158 + 1 1:1 -7085 + 40 -2954 -14,1
25 110 £ 1 1:1 -7837 + 61 -2771 -17,0
pH =3
37 79+ 1 1:1 -6992 + 55 -2652 -13,9
45 70 £1 1:1 -5867 + 97 -2687 -10,0
20 168 £ 2 1:1 -6122 + 51 -4074 -6,4
25 115 £ 1 1:1 -7686 +48 -2421 -16,3
pH=5,5
37 76 £ 1 1:1 -7001 + 87 -2311 -14,0
45 772 1:1 -5224 + 123 -2555 -7,8
20 121 +1 1:1 -8479+ 72 -2310 -19,4
25 128 + 1 1:1 -6536 + 12 -2563 -12,3
pH=6,8
37 94 +3 1:1 -5612 + 127 -2577 -9,1
45 94 +8 1:1 -3789 + 93 -2801 -2,9
20 127 £ 2 1:1 -9153 + 96 -2284 -21,6
25 120 £ 1 1:1 -6966 + 41 -2509 -13,8
pH=74
37 107 £ 3 1:1 -5576 + 114 -2665 -8,7
45 89+2 1:1 -4933 + 85 -2673 -6,6
20 117 £ 1 1:1 -7527 + 52 -2375 -16,2
25 111+ 3 1:1 -7997 + 183 -2345 -17,5
pH=8
37 68 +2 1:1 -4594 + 84 -2440 -6,4
45 81+4 1:1 -4581 + 65 -2640 -5,7
20 76 +2 1:1 -3056 + 64 -2480 -1,8
25 38 +1 1:1 -7947 + 245 -1681 -19,4
pH=10
37 26 + 1 1:1 -6836 + 340 -1610 -15,6
45 43 +7 1:1 -2361 + 325 -2386 0,1
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2.1.3.3 Resonancia Magnética Nuclear

La técnica de "H NMR permite estudiar el ambiente individual de cada nucleo
atomico por medio de la cuantificacion de la variacion en los corrimientos
quimicos de varias sefales de protones y de esta manera, establecer
interferencias relevantes con respecto al modo de inclusién del ligando. La
inclusion de la HCT en la cavidad de la BCD se evalud por mediciones en los
cambios de corrimientos quimicos (40) de los protones en el complejo, relativos
a los componentes libres HCT y BCD, a diferentes valores de pH (3 — 12) y de
temperatura (25 — 45 °C). En las tablas 2.4 y 2.5 se muestran las asignaciones
de los corrimientos de los protones de BCD y de HCT puras vy, el corrimiento
debido al acomplejamiento. En la figura 2.6 se establece la numeracion de los

protones de cada una de las moléculas.

Cl N

Figura 2.6: Designacion de profones. a) HCT (verde). b) BCD, profones

internos (amarillo), profones externos (azul).
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Tabla 2.4. Valores de desplazamiento quimico de los protones de la HCT,
libre y acomplejada. Diferencias de corrimiento quimico debido a la formacion

del complejo de inclusion con la fCD a 25 y 45 °C.

25°C 45 °C
Medio HCT H1 H> Hs H/ H> Hs

O (ibre) 8,478 7,329 5,091 8,478 7,329 5,091
PH=3 5 compioiada) 8447 7,316 5102 8447 7,316 5102
Ad -0,031 -0,013 0,011 -0,031 -0,013 0,011

3 (ibre) 8,424 7276 - 8424 7276 -

PH=55 0 (acomplejada) 8,468 7,336 - 8,468 7,336 -

Ad 0,045 0,060 - 0,045 0,060 -
O (iibre) 8,415 7,274 5,036 8,415 7,274 5,036
PH=74  8(compioiadsy 8,442 7,313 5094 8442 7,313 5094
Ja%e) 0,027 0,039 0,058 0,027 0,039 0,058

3 (lire) 8254 7,098 - 8273 7,118 -

PH=8 & (compejai) 8,214 7,081 . 8433 7,073 -

Ad 0,04 -0,017 - 0,160 0,185 -
O (ibre) 8,396 7,253 5,034 8,396 7,253 5,034

PH=8,7 & compicadsy 8389 7,256 5050 8389 7,256 5,050
AS -0,006 0,003 0016 -0,006 0,003 0,016

O (iibre) 8,338 7,193 4,989 8,338 7,193 4,989

PH=95 0 (acomplejada) 8,345 7,202 5,006 8,345 7,202 5,006

AS 0,007 0010 0,017 0007 0010 0,017

3 (ibre) 8259 7,112 4914 8259 7,112 4914

PH=10 & compiojaca) 8,318 7,167 4,978 8318 7,167 4,978
AS 0,059 0,055 0065 0059 0,055 0,065

3 (ibre) 8307 7,155 4962 8307 7,155 4,962

PH=12 3 compiojacey 8,325 7,174 4985 8325 7,174 4,985
AS 0017 0019 0,023 0017 0019 0,023

46



Tabla 2.5 Valores de desplazamiento quimico de los protones de la LCD, libre y acomplefada. Diferencias de corrimienfo quimico

debido a la formacion del complejo de inclusion con la HCT a 25 y 45 °C.

25°C 45°C

Medio BCD H+ H2 Hs Ha Hs He Hi H2 Hs Ha Hs Hs
d (iibre) 5,058 3,642 3,956 3,570 3,840 3,869 52,989 38,810 41,824 38,014 40,681 41,065
pH=3 O (complejo) 5,068 3,655 3,959 3,583 3,830 3,876 52,897 38,794 41,524 37,998 40,751 41,031
Ad 0,010 0,013 0,003 0,013 -0,010 0,007 -0,008 -0,002 -0,030  -0,002 0,007 -0,003
d (iibre) 5,078 3,658 3,974 3,592 3,859 3,887 53,165 38,986 42,015 38,242 40,900 41,248
pH=5,5 O (complejo) 5,082 3,664 3,972 3,598 3,849 3,886 53,139 38,979 41,965 38,235 41,009 41,219
Ad 0,004 0,007 -0,002 0,006 -0,010 -0,001 -0,003 -0,001 -0,005 -0,001 0,011 -0,003
d (iibre) 5,064 3,648 3,962 3,577 3,846 3,875 52,967 38,839 41,847 38,038 40,710 41,091
pH=7,4 d (complejo) 5,069 3,656 3,960 3,584 3,831 3,876 52,910 38,800 41,762 38,002 40,760 41,035
Ad 0,005 0,008 -0,002 0,007 -0,016 0,001 -0,006 -0,004 -0,008  -0,004 0,005 -0,006
O (libre) 5,066 3,650 3,964 3,578 3,848 3,877 52,957 38,824 41,837 38,026 40,699 41,080
pH=8 d (complejo) 5,069 3,656 3,960 3,584 3,831 3,876 52,907 38,793 41,761 37,995 40,759 41,031
Ad 0,003 0,006 -0,003 0,006 -0,017 -0,001 -0,005 -0,003 -0,008  -0,003 0,006 -0,005
O (libre) 5,068 3,652 3,966 3,580 3,850 3,879 52979 38,840 41,859 38,045 40,719 41,100
pH =8,7 d (complejo) 5,072 3,658 3,964 3,586 3,834 3,879 52911 38,787 41,774 37,993 40,772 41,035
Ad 0,004 0,006 -0,002 0,006 -0,017 0,000 -0,007 -0,005 -0,008 -0,005 0,005 -0,007
O (libre) 5,070 3,653 3,969 3,582 3,853 3,881 52973 38,824 41,859 38,037 40,717 41,093
pH =295 O (complejo) 5,070 3,656 3,964 3,584 3,830 3,886 52,911 38,775 41,792 37,999 40,776 41,040
Ad -0,001 0,002 -0,005 0,002 -0,022 0,004 -0,006 -0,005 -0,007  -0,005 0,006 -0,005
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d (iibre) 5,064 3,648 3,964 3,577 3,848 3,876 52,780 38,629 41,699 37,849 40,634 40,900

pH=10 d (complejo) 5,058 3,643 3,956 3,572 3,817 3,872 52,807 38,759 41,807 37,969 40,759 41,039
Ad -0,006 -0,004 -0,008 -0,006 -0,031 -0,003 0,012 0,013 0,013 0,012 0,023 0,014

O (libre) 5,063 3,644 3,964 3,573 3,850 3,877 52972 38,805 41,884 38,023 40,754 41,126

pH =12 d (complejo) 5,065 3,651 3,963 3,579 3,824 3,879 52,958 38,822 41,867 38,033 40,820 41,101
Ad 0,002 0,007 -0,001 0,006 -0,025 0,002 -0,001 0,002 -0,002 0,001 0,007 -0,003
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Es bien conocido que la molécula de BCD adopta la conformacién de cono,
en la cual los protones Hs y Hs se localizan dentro de la cavidad, mientras que
los H2 y Ha lo hacen por fuera. Los He del grupo alcohol primario se encuentran
en la parte angosta, mientras que los H+ residen en el plano de los enlaces
glicosidicos de la BCD (de Sousa y col.,2008). Generalmente, cuando un
huésped aromatico se incluye en la cavidad de la CD, las sefales de los protones
propios del receptor (Hz y Hs) sufren Ad significativos a campos altos, como
consecuencia de los cambios en su entorno quimico. Por lo tanto, los
corrimientos de los protones Hs y Hs son altamente sensibles a la formacién de
complejos de inclusion.

Los Ad de los huéspedes podrian ser diferentes, ya sean negativos o
positivos, dependiendo de la posicion de los protones en la cavidad.

Todos los protones de la HCT evidenciaron cambios en sus Ad con el
acomplejamiento de esta molécula con la CD (tabla 2.4), sugiriendo una inclusion
total de la HCT dentro de la cavidad de la BCD. Sin embargo, la sefial del proton
Hs de la HCT no se pudo determinar a todos los valores de pH debido a que la
sefal de este proton se solapaba con los picos remanentes del agua.

En la tabla 2.5 se pueden observar los A de los protones Hiz y Hs de la BCD
en presencia de la HCT. De esta manera se confirma la formacion del complejo
de inclusion. Los corrimientos a campos altos de Hs, localizado en la superficie
interior del lado de los grupos hidroxilos primarios, fueron los mas significativos
a todos los valores de pH ensayados. Debido a los fuertes efectos de
apantallamiento en los protones Hs en comparacion con los de Hs, se ha
propuesto que la HCT penetra muy profundamente dentro de la cavidad de la
CD. También se observaron los Ad correspondientes a los protones localizados
en la superficie de la BCD (H1, Hz2, H4 y He), lo cual podria deberse a rearreglos
conformacionales en la molécula receptora.

Se puede observar que tanto para la HCT como para la CD, a 45 °C (tablas
2.4 y 2.5), se produjeron pequeinos Ad, lo cual sugiere una baja estabilidad del

complejo de inclusion.
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Para estudiar la dinamica del complejo, se realizaron estudios en dos
dimensiones, llamados Espectroscopia de efecto Overhauser en sistemas
giratorios (ROESY?). En estos experimentos se determinaron las distancias
intermoleculares medias y las intensidades de los picos cruzados, entre las
moléculas del receptor y el huésped. Los graficos a y b de la figura 2.7, muestran
el mapa de extension de contorno para el sistema HCT/BCD 1:1 en D2O (~pH 5)
a 25y45 °C. Los resultados a 25 °C (figura 2.7a), mostraron que el Hs de la BCD
comparte una sefial de ROE? con los protones H1 (débiles) y Hz (fuertes) de la
HCT, mientras que el Hz de la BCD tienen una sefial ROE con el Hz (fuerte) de
la HCT. Con el objetivo de comprobar la estabilidad del complejo, se realizo el
espectro de ROESY a 45 °C y éste demostré que los puntos de correlacidon
desaparecen a esa temperatura (figura 2.7b), lo cual es consistente con la baja

afinidad del complejo determinada por DSF e ITC, (tablas 2.2 y 2.3).

ROESY en D,0 a 25 °C ROESY en D,O a45°C
H2 H1

JL Protones de HCT Ji

H1

Protones de HCT 1
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Figura 2.7: Grafico de ROESY de la HCT y la BCD. a) 25°C. b) 45°C.

La evidencia experimental sugiere que la HCT ingresa completamente en la

cavidad hidrofébica de la BCD, como se muestra en la figura 2.8.

2 Rotating frame Overhauser Effect Spectroscopy
3 Rotating Overhauser Effect

50



Capitulo 2: Complejos de Inclusion

Figura 2.8: Complejo de inclusion propuesto. Verde, protones de la HCT.

Amatrillo, profones infernos de la  CD.

2.1.3.4 Analisis Estadistico de los Datos

Se utilizé el test t de Student, para determinar si las constantes de afinidad
obtenida por ITC y DSF son comparables. Este test, considera que los datos son
estadisticamente diferentes, cuando el valor de es p < 0,05.

El analisis, indico que las constantes calculadas por ambas técnicas, son
estadisticamente semejantes, ya que en todos los casos, el valor del indicador p

es mayor a 0,05. Los resultados se muestran en la tabla 2.6.
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Tabla 2.6. Comparacion de las constantes de afinidad obtenidas por DSF y

por ITC. Analisis estadistico, utilizando el test-t de Student.

DSP ITC
Medio T °K p <0,05
Ki:1(M-1) Ki:1 (M)
298 1235 110+ 1 0,10
pH=3 310 114 +6 79+ 1 0,07
318 42+ 8 70 £ 1 0,05
298 126 £ 16 115 £1 0,16
pH=5,5 310 76 £12 76 £ 1 0,28
318 768 77%2 0,60
298 130 £ 15 128 £ 1 0,68
pH=6,8 310 7113 94 +3 0,24
318 777 94 +8 0,30
298 111 +£12 120 £1 0,80
pH=7,4 310 86 + 17 107 £ 3 0,20
318 75+ 11 89 +2 0,10
298 827 111+ 3 0,06
pH=8 310 699 68 + 2 0,10
318 808 81+4 0,60
298 255 38 +1 0,05
pH=10 310 192 26 +1 0,20
318 365 43 +7 0,20
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2.1.4 Discusion Final de Resultados y Conclusiones Parciales

Se obtuvo un complejo supramolecular entre la HCT y la CD. El mismo fue
ampliamente caracterizado en estado liquido, utilizando técnicas de DSF, ITC y
NMR.

Por ITC, se utilizé el modelo de “un sitio de unién”, estableciéndose la
formacion del complejo de inclusion y la estequiometria 1:1, lo cual correlaciona
con los resultados obtenidos con los estudios de DSF. El complejo present6 un
comportamiento exotérmico.

Las constantes de estabilidad obtenidas, por ambas técnicas, fueron
estadisticamente similares.

Se estudid la influencia que tienen la temperatura y el pH en las constantes
de estabilidad del complejo y se encontré que a medida que aumenta el estado
de ionizacion de la HCT, disminuye su afinidad por la BCD, lo cual es consistente
con el elevado costo energético de la desolvatacion de las especies hidratadas
de la HCT ionizada.

Con respecto al efecto de la temperatura, las mas bajas constantes de
estabilidad se cuantificaron a medida que aumenta la temperatura en el rango
de 25 a 45 °C. Este fenomeno fue atribuido a las modificaciones en la red de
enlaces de hidrogeno entre las moléculas de ligando y de receptor.

Con el presente estudio se comprobd la formacion de un complejo de
inclusion entre la HCT y la BCD. Los diferentes métodos utilizados evidenciaron
la baja estabilidad del complejo. La dependencia con el estado de ionizacion y
de la temperatura, en la afinidad del huésped por el receptor, es crucial a la hora
de hacer un disefo racional de nuevos materiales basados en la quimica de la

autoagregacion.
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PARTE Il: CARACTERIZACION EN ESTADO SOLIDO

2.2.1 Instrumental

Las muestras liofilizadas se obtuvieron utilizando un liofilizador Freeze Dry
4.5 Labconco Corporation.

Los analisis térmicos se llevaron a cabo utilizando los equipos de calorimetria
diferencial de barrido, TA DSC 2920 y de analisis termogravimétrico, TA TG
2920.

Los espectros infrarrojos se obtuvieron utilizando un espectrometro
Espectrofotometro 5 SXC Nicolet FT-IR

Los ensayos de disolucion se realizaron en un disolutor Hanson SRII 6 Flak

Dissolution Test Station, Hanson Research Corporation, Chatsworth, USA.

2.2.2 Preparacién de muestras

2.2.2.1 Mezcla fisica

La mezcla fisica (MF) se obtuvo colocando en un mortero la HCT y la BCD
en las cantidades correspondientes a la estequiometria determinada
experimentalmente, es decir en una relacion 1:1. Los componentes se trituraron

en seco hasta obtener un polvo homogéneo.

2222 Liofilizado

Para obtener el complejo de inclusién liofilizado, se prepararon soluciones
acuosas de HCT (2 mM) y BCD (12 mM), cada una por separado y en su maxima
solubilidad. Se pusieron en contacto cantidades correspondientes a la
estequiometria 1:1 y se colocaron en un sonicador, por al menos 2 h para
favorecer la formacion del complejo. Luego estas soluciones se filtraron, se

congelaron y se colocaron en el liofilizador por 72 h.
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2.2.3 Meétodos

2.2.3.1 Analisis térmico: Calorimetria Diferencial de Barrido y Analisis

Termogravimétrico

Los estudios de Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) se realizaron con
0,8 — 1 mg de muestra, en pans herméticos. La rampa de calentamiento fue de
10 °C/min, comenzando a temperatura ambiente hasta un maximo de 350 °C.

Los Analisis Termogravimétricos (TGA) se realizaron en pans no herméticos,
con 1-1,2 mg de muestra. Este estudio se llevo a cabo con atmdsfera controlada
de nitrégeno (N2) y con una rampa de calentamiento de 10°C/min hasta un
maximo de 350°C.

Por ambas técnicas fueron analizadas muestras de HCT comercial, BCD
comercial, la mezcla fisica de HCT/BCD vy el sistema HCT/BCD liofilizado.

Los datos obtenidos se analizaron utilizando el software del equipo TA

Instrument Universal Analisis 2000.

2.2.3.2 Espectroscopia Infrarroja

La espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR) se realizo
para cada componente puro de HCT y BCD, para la mezcla fisica y para el
sistema liofilizado, utilizando el método de discos de KBr y escaneando en el
rango de 4000-450 cm-1.

La concentracion de cada componente fue del 1% en los discos de KBr, de
esta manera, se obtuvieron espectros mas claros y definidos. El KBr se seco
previamente en una estufa a 40 °C por 24 h, para asegurar que los picos
correspondientes al agua no interferirdn con aquellos pertenecientes a los

compuestos en estudio.
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2.2.3.3 Ensayos de Disolucion

Los estudios de disolucion se realizaron en un equipo de disolucion,
utilizando el aparato N°2, método de las paletas. Los ensayos se llevaron a cabo
a una temperatura de 37,0 £ 0,5 °C. Los vasos se llenaron con 300 mL de una
solucion de HCI 0,1 M como medio de disolucion, el cual fue previamente
desgasificado, filtrado y precalentado. Se trabajo con una velocidad de agitaciéon
de 100 rpm.

Particularmente en estos ensayos, se utilizo el polvo de la HCT comercial,
la HCT liofilizada, la mezcla fisica entre la HCT y la BCD vy, el complejo de
inclusion entre la HCT y la BCD liofilizado, ya que no fue posible realizar los
comprimidos con estos sistemas, debido a la pequefa cantidad de muestra
utilizada a causa de la baja solubilidad del principio activo. Las muestras
utilizadas para el ensayo contenian cantidades equivalentes a 50 mg de HCT. El
polvo se introdujo rapidamente en el vaso, de modo que se deposite en el fondo.
Se tomaron 15 muestras durante 90 min de 5 mL cada una, con reposicién de
medio precalentado. Las muestras fueron diluidas y cuantificadas utilizando
espectroscopia UV-Vis a 273 nm. Los resultados estan expresados como
porcentaje de farmaco liberado (£DS) a cada tiempo muestreado.

Los datos de liberacion de HCT se analizaron utilizando el factor de similitud

(%), el cual relaciona dos curvas de disolucidn por medio de la siguiente ecuacion:
1 n 2 -0.5 e
f2= 50log {[1 + ;Zt-1(Rt - T ] x 100} Ecuacion 2.13

en donde n es el numero de muestras tomadas, /Ry 7:son los porcentajes
disueltos de la referencia y del producto, respectivamente, a cada tiempo £. Para
que las curvas sean consideradas similares el valor de A debe ser mayor a 50
(50 - 100), lo cual implica una diferencia entre cada punto muestreado menor al
10%. Esto asegura la equivalencia entre las curvas y el comportamiento de

ambos productos, el evaluado y el de referencia (Xie y col., 2015).
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2.2.4 Resultados y Discusion

2241 Analisis Térmico: DSCy TGA

El analisis térmico comprende una serie de técnicas que permiten determinar
cambios en propiedades fisicas y/o quimicas de una sustancia o sistema en
funcién de la temperatura, mientras se somete a la muestra a un régimen de
temperaturas programado y controlado.

En el estudio del efecto de la temperatura sobre sélidos es ventajoso el
empleo de técnicas combinadas. Las técnicas mas utilizadas, en el area
farmacéutica, son la DSC y el TGA. La combinacion del analisis de DSC con la
determinacion de TGA, es muy util en la asignacién de los eventos térmicos
observados.

TGA y DSC representan los instrumentos analiticos de primera opcion para
la caracterizacion fisico-quimica precisa en estado sélido de los componentes en
estudio. Los analisis térmicos son comunmente utilizados como método de rutina
para una rapida investigacién preliminar cualitativa. Este método se basa en
comparar el comportamiento térmico de los componentes puros, sus mezclas
fisicas y el complejo de inclusion preparado por un procedimiento estandarizado.
El propdsito consiste en encontrar diferencias evidentes entre la mezcla fisica y
el complejo de inclusion formado (Giordano y col., 2001).

Se estudio el comportamiento térmico del complejo de inclusion HCT/BCD,
su mezcla fisica y los componentes puros, utilizando las técnicas de DSC y TGA
para confirmar la formacién del complejo solido. Los termogramas se presentan
en los graficos de las figuras 2.9 y 2.10. En la tabla 2.7 se indican los eventos

mas significativos que se desarrollaron a lo largo del estudio.
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Figura 2.9: Curvas de DSC/TGA, de los componentes puros y del complejo
entre la HCT y la BCD liofilizado.
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Figura 2.10: Curvas de DSC/TGA, de los componentes puros y de la mezcla
fisica entre la HCT y la SCD.
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Tabla 2.7: Eventos significativos observados en los estudios de DSC/TGA.

Sustancia Evento Pico (°C)
Fusion 309
BCD Degradacion 324,3
Deshidratacion 131,4
Fusion 270,3
HCT comercial
Degradacioén 313,7
Deshidratacion BCD 74,9
Mezcla fisica entre
Fusion HCT 267,2
HCT/ BCD
Degradacién HCT 289,7
Deshidratacién BCD 70,4
Complejo de inclusion ~
Fusion HCT No hay
HCT/ BCD liofilizado
Degradacion HCT 287

El perfil termoanalitico de la BCD se divide en tres zonas: 1) Pérdida de agua,
desde temperatura ambiente hasta 120 °C; 2) Degradacién térmica,
acompanada por oxidacidén en el aire, que comienza alrededor de 250 °C, al
principio en fase solida y después de la fusidn que ocurre aproximadamente a
300 °C, continua en estado liquido; 3) Comienzo de la ignicion de la muestra,
después de 300 °C. Entre 120 - 280 °C la curva de TG es plana y no se detecta
pérdida de peso, mientras que en el DSC, a 210 - 240 °C, se observan pequeinos
eventos (Giordano y col., 2001).

La HCT exhibe un pico endotérmico a los 270 °C, correspondiente a la fusion
del IFA y otro a 314 °C, debido a su degradacion.

En la MF entre la HCT y la BCD, se observd la presencia de picos
correspondientes a la deshidratacién de la BCD a 75 °C y la fusion, con posterior
degradacion de la HCT, a 267 y 290 °C, respectivamente. Debido a que se
mantienen todos los picos caracteristicos de ambos componentes, se corrobora
que no existe interaccion entre los compuestos, por lo tanto no se forma el

complejo de inclusion.
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Los termogramas de la muestra del complejo de inclusion entre la HCT y la
BCD liofilizada fueron diferentes a los obtenidos con los componentes puros, lo
cual es una clara evidencia de la formacién del complejo de inclusion, ya que
desaparecieron los picos endotérmicos caracteristicos del farmaco puro. Las
curvas de DSC y TGA del complejo, son diferentes a aquellas obtenidas con las
sustancias de partida, lo cual evidencia la formacién de una nueva especie. Los
eventos observados son atribuidos a la deshidratacién de la BCD a 70 °C, ya que
la CD tiene incorporada moléculas de agua en su estructura; asi como la
descomposicion de la HCT a los 289 °C, con la desaparicion del pico atribuido a
la fusién. Si bien la descomposicion de la HCT ocurre 30 °C antes que cuando
el IFA estaba libre, no es un dato muy relevante, ya que este evento ocurre a
una temperatura superior a los 250 °C, por lo tanto no se considera que el IFA
pierda estabilidad.

2.2.4.2 Espectroscopia Infrarroja

La espectroscopia infrarroja (IR), es una técnica muy util para la
caracterizacion de IFAs en estado sélido, especialmente cuando la medicion se
realiza mediante el método de la transformada de Fourier (FT-IR). La energia
infrarroja, es una pequena porcion dentro del espectro electromagnético y se
divide en 3 regiones, IR-lejano (50 — 400 cm-'), IR-medio (400 — 4000 cm) e IR-
cercano (4000 — 14000 cm"). En analisis cualitativo de moléculas de interés
farmacéutico, el rango de frecuencias mas utilizado es de 600 a 4000 cm-'.

Esta técnica se utiliza para obtener informacion estructural, ya que se basa
en los modos de vibracién de una molécula. Cuando la fuente de energia IR
irradia una muestra, la absorcion de energia por la muestra es el resultado de
transiciones entre los niveles moleculares de energia vibracional y rotacional,
siendo dichas transiciones muy sensibles a los detalles de la estructura
molecular. Esto produce espectros estructurados singularmente utiles para la
identificacion de farmacos y otras sustancias organicas.

La evidencia aportada por los estudios de FT-IR, corroboran la formacion de
un complejo de inclusion entre la HCT y la BCD. El espectro de absorcion

caracteristico de HCT presenté bandas de absorcidn caracteristicas a 1605,
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1554, 1523 cm-' correspondiente al estiramiento de los grupos aminos (N-H) de
la molécula. También se observaron bandas de absorcion a 1335y 1319 cm-!
correspondiente a los grupos S-O2 de ambos anillos de la HCT. Por su parte, el
espectro de absorcidon de la BCD presentd bandas de absorcion a 3370 cm-!
atribuidas al estiramiento del grupo O-H, a 2900 cm-' correspondiente al
estiramiento del grupo alifatico C-H y por ultimo a 1028 cm' debido al
estiramiento del O-H primario del carbohidrato. Las bandas caracteristicas de las
CDs son poco influenciadas por la formacién de complejos. Por esta razoén, es
que se centra la atencion en el analisis de los estiramientos de los grupos
funcionales del IFA.

El espectro de absorcidn correspondiente a la MF entre la HCT y la BCD, no
presentd modificaciones de las frecuencias en que aparecen las bandas de
absorcion caracteristicas de cada uno de sus componentes, lo que indica que
los componentes no estan interactuando. Simplemente, el espectro de la MF
correspondio a la superposicion de los espectros de los componentes puros. Por
otro lado, en el complejo liofilizado, se observaron cambios, no solo en las
frecuencias, sino también en la forma de los picos y en sus intensidades, como
se puede observar en la figura 2.11. Los grupos N-H de la HCT presentaron
pequefos corrimientos en su espectro de absorcion (1600, 1563, 1518 cm-1),
mientras que uno de los grupos S-O> de la HCT fue especialmente afectado, ya
que desaparecio por completo. Los cambios en las frecuencias de absorcion

para ambos sistemas se presentan en la tabla 2.8.

Tabla 2.8: Seriales de estiramiento de los grupos funcionales de la HCT pura,

HCT en la mezcla fisica y de HCT en el sistema liofilizado.

Grupo funcional  HCT (v, cm-') Sistema MF (v, cm-!)  Sistema Lio (v, cm-1)

1605 1606 1600
N-H 1554 1554 1563

1523 1523 1518

1335 1336 1333
S-02

1319 1320 Desaparece
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Figura 2.11. Espectros FT-IR obtenidos para la HCT, la BCD, la mezcla fisica
(HCT:BCD MF) y el complejo de inclusion liofilizado (HCT:BCD Lio).

2.24.3 Ensayos de Disolucion

Los farmacos con baja solubilidad en agua tienen propiedades
biofarmacéuticas desfavorables, tal como limitado rango de disolucién, absorcion
lenta y baja biodisponibilidad. Estos farmacos tienden a ser eliminados desde el
TGl antes de que hayan sido totalmente disueltos y de alcanzar la circulacion
sanguinea. En este contexto, la dosificacion de IFA poco solubles en agua tiende
a ser mayor para alcanzar una adecuada concentracion terapéutica en sangre,
resultando potencialmente en toxicidad local. Asi, el aumento en el rango de
disolucién en fluidos biolégicos, es el objetivo principal en la liberaciéon de
farmacos poco solubles (Mora y col., 2013).

Los estudios de disolucidon se realizaron en un equipo especifico para este
fin, utilizando el aparato N°2, método de las paletas, como se especifica en la
USP 32 (figura 2.12). Dicho aparato consta de 6 vasos. Cada uno de esos vasos
es transparente, provisto de una tapa, construido en vidrio u otro material inerte,
consta de un eje metalico y una paleta. El vaso debe estar sumergido en un bafno
de agua que permite mantener una temperatura de 37,0 + 0,5 °C dentro del vaso
durante el ensayo. Ninguna parte del aparato, ni el area donde esta instalado,

debe producir movimiento significativo, agitacion o vibracion mas alla de la
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debida al elemento de agitacidon. El vaso es cilindrico con fondo semiesférico,
con una capacidad nominal de 1 litro. El vaso puede tener una tapa para retardar
la evaporacién. La paleta se coloca de tal modo que su eje vertical no se separe
mas de 2 mm, en cualquier punto del eje vertical del vaso y rote sin desviarse
significativamente. La distancia entre el borde inferior de la paleta y el fondo del
vaso se debe mantener a 25 £ 2 mm durante el ensayo (FDA, 2001).

El medio de disolucién preferentemente utilizado es agua desgasificada.
Pueden emplearse, segun las caracteristicas de solubilidad del principio activo,
soluciones tamponadas de pH 4 a 8 o HCI 0,001 a 0,1 M. El volumen empleado
usualmente, es 900 mL, pudiendo variar entre 300 y 900 mL. Los gases disueltos
pueden producir burbujas que pueden modificar los resultados del ensayo. Para
desgasificar las muestra se debe calentar el medio, agitar suavemente y filtrar
inmediatamente aplicando vacio, empleando un filtro de 0,45 pm o de porosidad
menor, agitando vigorosamente y continuar con la agitacion aplicando vacio,

durante aproximadamente 5 min.

USP/NF Pruebas de disoluciéon

Méiodo 2 de ensayo de disolucién segun la USP
(USP Aparato de Paletas rotatorlas):

r/«'l—eﬂ

————=—— | Punto de muestreo

- | Paleta
-—-'_-'-”

i — =)

|Forma farmacéutica |

Figura 2.12: Esquema del métfodo de las paletas.

Se observé una gran diferencia en los perfiles de disolucién del polvo de HCT
comercial (HCT) y de la HCT liofilizada (HCTLio). La HCTLic se disolvié mas del
60% en menos de 10 min, es decir, mucho mas rapido comparado con el polvo

de la HCT comercial, menos del 40% en 10 min. Esto, puede deberse a un
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aumento del area superficial del farmaco como resultado de la reduccién del
tamano de la particula y por cambios en la estructura cristalina del IFA.

Comparando los perfiles de disolucién del complejo liofilizado y de la MF
entre la HCT y la BCD, se pudo observar que la HCT, presente en el complejo
de inclusién, mostréo mayor velocidad de disolucion, lo cual podria deberse a un
aumento en su solubilidad debido a la inclusion del IFA en la cavidad de la BCD;
practicamente todo el complejo se disolvid en los primeros minutos del ensayo,
llegando a mas del 90% del farmaco disuelto en menos de 10 minutos.

Los valores de f» calculados se presentan en la tabla 2.9. Estos corroboran
las interpretaciones graficas, asegurando que los perfiles de liberacion son
diferentes entre si. Los perfiles de disoluciéon de los sistemas evaluados se
muestran en el grafico de la figura 2.13.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se puede concluir que el
complejo de inclusion formado entre HCT y BCD, mejora la velocidad de
disolucién del IFA.

100
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¢ HCT ®mHCTLio aHCT/BCDMF e HCT/BCD Lio

Figura 2.13: Perfiles de disolucion, % Fco disuelto vs Tiempo (min). HCT
comercial, HCT liofilizada, HCT.BCD mezcla fisica, HCT:BCD complejo de
inclusion liofilizado.

Tabla 2.9 Valores de o calculados para comparar los distintos sistemas.
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SISTEMA )

HCT: HCT/BCD MF 27
HCT:HCT Lio 18
HCT:HCT/BCD Lio 13
HCT/BCD MF:HCT/BCD Lio 29
HCT Lio:HCT/BCD Lio 45

2.2.5 Discusion Final de Resultados y Conclusiones Parciales

Los resultados obtenidos con los estudios de estado sdlido, utilizando las
técnicas de FT-IR, DSC/TGA y ensayos de disolucién, permitieron comprobar la
formacioén de un complejo de inclusion entre la HCT y la BCD.

Si bien la FT-IR, no es una técnica muy sensible para la caracterizacion de
complejos de inclusidon de CD, se observé en los espectros del complejo
liofilizado, que los picos correspondientes a los grupos funcionales de la HCT,
sufren modificaciones cuando se encuentran formando parte de dicho complejo.
Mientras que, en el espectro de la MF, se evidenciaba la presencia de las sefales
de los componentes individuales sin interaccionar, ya que los espectros
presentaban los mismos picos que los de las muestras puras.

Por medio del analisis térmico, se comprob6é que el comportamiento del
complejo de inclusion fue totalmente diferente, en comparacion con el observado
para los componentes puros y la correspondiente MF.

Los ensayos de disolucién evidenciaron un notable aumento en la velocidad
de disolucion del IFA en estudio, ya que a los 10 min se disolvié mas del 90 %
de la HCT. Lo cual indica una mejora en una de las -caracteristicas
biofarmacéuticas desfavorables de este IFA.

La evidencia experimental apoya la hipotesis de que la HCT ingresa en la

cavidad de la BCD, formando un complejo de inclusion.
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PARTE lll: METODOS COMPUTACIONALES

2.3.1 Metodologia Aplicada de Modelado Molecular

Los estudios computacionales se realizaron en colaboracion con el Dr. Mario
Alfredo Quevedo, investigador de UNITEFA-CONICET, en el departamento de

Farmacia de la Facultad de Ciencias Quimicas, UNC.

La estructura inicial de la HCT fue construida utilizando el soffware Gabedit
(Allouche, 2011), luego se llevaron a cabo los analisis conformacionales y
energéticos con el software Gaussian03 (Fisch, y col., 2004). La conformacién
de minima energia se obtuvo aplicando una busqueda conformacional
sistematica basada en métodos semiempiricos (AM1), por ultimo se optimizo la
conformacién de minima energia utilizando métodos ab /nitio a nivel de teoria
HF/6-31G*. Se calcularon las cargas sobre la geometria final optimizada,
utilizando el modelo de cargas del potencial electrostatico restringido (RESP), el
cual también fue utilizado para modelar las interacciones electrostaticas entre
HCT y BCD.

Los complejos formados entre la HCT y la BCD bajo diferentes condiciones
simuladas, fueron predichos por docking molecular utilizando paquetes de
software desarrollados por OpenEye Scientific Software (OpenEye Scientific
Software).

Las estructuras iniciales del ligando fueron obtenidas, como se menciono
previamente, mientras que la estructura de la BCD se obtuvo de la base de datos
estructural de Cambridge (cédigo BCDEXD10). Los procedimientos de docking
molecular consistieron de tres fases:

a) Generacion y parametrizacion de una libreria de conférmeros del ligando,
la cual fue realizada utilizando el software OMEGA (Hawkings, y col.,
2010)(Omega, 2.3.4 OpenEye Scientific Software), asumiendo una energia
umbral de 10 kcal/mol.

b) Las simulaciones de docking, se realizaron aplicando una estrategia de
docking exhaustivo rigido, tal como se encuentra implementado en el
paquete de programas FRED3 y OEDocking; (M. J. . McGann, 2011) (M. J.
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McGann, 2012) (OpenEye Scientific Software) para evaluar las
correspondientes energias de interacciones intermolecular se utilizé el
campo de fuerza de ChemGauss3 estudiandose las 10 mejores poses de
docking.

c) La visualizacion y el analisis de los modos de union se llevd a cabo
utilizando el software VIDA v.4.2.1 (OpenEye Scientific Software) (VIDA,
4.1.2. OpenEye Scientific Software), seleccionando las poses de docking
correspondientes a ser utilizadas/estudiadas posteriormente mediante
simulaciones de dinamica molecular (DM).

El software Amber12 fue utilizado para los estudios de DM (Case y col.,
2005). Las cargas atdmicas y parametros moleculares correspondientes a HCT
fueron asignados desde los campos de fuerza GAFF (Wang y col., 2004),
mientras que los correspondiente a BCD provenian de los campos de fuerza
GLYCAM_06 (Kirschner y col., 2008). Para realizar esas simulaciones, el
complejo obtenido por docking molecular fue utilizado como estructura inicial,
incluyéndose un modelo de solvente explicito, para lo cual se adicioné una caja
de moléculas de agua, pre equilibradas correspondientes al modelo TIP3P.
Previo a la ejecucién de los estudios de dinamica molecular, el sistema solvatado
fue sometido a etapas de minimizacion energética a modo de optimizar la
estructura inicial del solvente solvatado. Los sistemas minimizados resultantes
fueron luego calentados a las temperaturas indicadas (25, 37 y 45°C), por 20 ps,
utilizando un #fime step de 2 fs bajo condiciones de presion constante y
temperatura. El algoritmo SHAKE fue utilizado para aplicar una restriccion
energética sobre los atomos de hidrogeno. Después de que el sistema fue
calentado, se realiz6 una etapa de equilibrio del sistema termostatizado (1 ns)
seqguida por la correspondiente etapa de produccion (10 ns).

Los analisis de la trayectoria de DM fueron realizados utilizando el médulo
cpptraj de Amber12. Incluyendo el analisis de descomposion energética para
evaluar de manera cuantitativa la interaccion intermolecular entre la HCT vy la
BCD, los cuales se realizaron segun la metodologia MM-PBSA (molecular
mechanics Poisson-Boltzmann surface area) (Kuhn y col., 2005). Para la
visualizacipon de las trayectorias de DM se utilizd el software VMD v.1.9

(Humphrey y col., 1996). Los estudios de DM presentados fueron realizados
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utilizando un software especifico implementando el codigo CUDA (pmemd.cuda)
y ejecutados en supercomputadoras facilitadas por el grupo de computos
GPGPU de la Facultad de Matematica, Astronomia y Fisica (FAMAF),

Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina.

2.3.2 Resultados de los Estudios de Modelado Molecular

2.3.2.1 Estudios de Docking Molecular

Los ensayos de docking del ligando (HCT) a la BCD, fueron realizados
considerando los tres posibles estados de ionizacion de HCT, obteniendo en
todos los casos dos modos de union alternativos en las cuales el anillo A o el
anillo B (figura 2.14) del farmaco, estan profundamente incorporados dentro de
la cavidad hidrofébica de la BCD.

D ee!
//\\ //\\

Amllo A
Grupo sulfonamlda Anlllo B

Figura 2.14. Senalizacion de los anillos A, B y grupo sulfonamida de la

Hidroclorotiazida.

En la figura 2.15 se muestran las dos poses alternativas obtenidas para la
especie neutra de HCT. En la pose-1 de unién (figura 2.15a), el anillo de
benzotiadiazina (anillo B) de la HCT se encuentra profundamente inserto dentro
de la cavidad de la BCD, mientras que en la pose-2 de unioén (figura 2.15b) la
mitad del clorobenzil (anillo A) esta introducido dentro de la cavidad hidrofébica
y orientado hacia el borde mas angosto de la BCD.

No se encontraron diferencias significativas entre los valores de scoring

asignados por ChemGauss3 para ambas poses (-27,5 y -32,6, para la pose-1y
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la pose-2, respectivamente) y, por lo tanto, mediante estudios de docking, no fue
posible poder discriminar cual de estos dos modos de inclusion era el mas
estable. Los desplazamientos en los corrimientos quimicos cuantificados por 'H
NMR en los protones localizados en la superficie exterior de BCD (H2 y Ha)
evidenciaron que, después del acomplejamiento ocurriria un cambio
conformacional en la molécula huésped (tabla 2.5). Esta observacién sugirié
fuertemente que tienen lugar marcados fendmenos de ajuste cuando la HCT se
encuentra introducida en la estructura de BCD. Considerando que el proceso de
docking molecular se realiz6é sobre la estructura de la BCD nativa (BCDEXD10,
i.e, sin ligando), no habia expectativas de que, aplicando un enfoque de docking
rigido, se pudiera predecir la conformacion inicial del complejo, aunque el mismo
constituye un punto de partida util para estudios posteriores de refinamiento
estructural. Para llevar a cabo dichos refinamientos se realizaron estudios
adicionales de dinamica molecular de los complejos correspondientes.

Con respecto a las formas mono- y di-ionizada de HCT (figura 2.16 y 2.17,
respectivamente), se ha descrito un comportamiento similar al observado para
HCT neutra, y se han encontrado dos modos de unién alternativos, los cuales
también exhibieron valores de scoring similares, determinados por
ChemGauss3.

De esta manera los estudios de docking molecular confirmaron que la HCT
esta ubicada dentro de la cavidad de la BCD. Se ha reportado, que esta técnica
no es suficientemente precisa para evaluar definitivamente la conformacién del
complejo de inclusion (Zoppi y col.,, 2010; Zoppi y col., 2008) vy
consecuentemente, no seria seguro correlacionar las poses de unién
observadas con los resultados experimentales. De todos modos, los métodos de
docking fueron utiles para predecir la pose inicial del complejo, la cual luego fue
sometida a refinamientos adicionales por métodos de DM, en donde se tuvo en
cuenta la flexibilidad del receptor (BCD), el efecto de la temperatura y también

del solvente.
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a) Chemgauss3 =-27.5 ?

Figura 2.15: Representacion tridimensional de los modos de union entre HCT
neutra y BCD, predicha por docking molecular. a) pose-1. b) pose-2. Se

muestran los valores de scoring determinados por Chemgaussa3.

a) Chemgauss3 =-32.0

Figura 2.16: Representacion tridimensional de los modos de union entre HCT
mono-ionizada y BCD, predicha por docking molecular. a) pose-1. b) pose-2. Se

muestran los valores de scoring determinados por Chemgauss3.
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a) Chemgauss3 =-32.3

Figura 2.17: Representacion tridimensional de los modos de union entre HCT
di-ionizada y BCD, predicha por docking molecular. a) pose-1. b) pose-2. Se

muestran los valores de scoring determinados por Chemgauss3.

2322 Estudios de Dinamica Molecular

Los complejos mostrados en las figuras 2.15 - 2.17, se sometieron a
simulaciones de DM bajo las condiciones descritas anteriormente. Para analizar
el comportamiento estructural del complejo, se analizaron las correspondientes
trayectorias de produccion, las cuales fueron alineadas y utilizadas para analizar
los perfiles de desviacion de la raiz cuadrada media (RMSD) en funcion del
tiempo, utilizando como estructura de referencia al complejo inicial obtenido por
docking molecular. En todos los casos, se observo un significativo rearreglo
conformacional de la molécula receptora (RMSD entre 2 y 4 A), lo cual es
consistente con el Ad calculado para H1, H2, Hs y H4 de los experimentos de 'H
NMR (tabla 2.5).

La figura 2.18 muestra los perfiles de RMSD en funcion del tiempo, para
ambas poses del docking, considerando todas las especies de HCT estudiadas.
Para la HCT neutra se puede ver que tienen lugar rearreglos estructurales

durante las etapas iniciales de trayectoria de produccion, (0 — 5000 pasos de
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dinamica), alcanzado el equilibrio en la estructura entre los 6 y 10 ns de
simulacién (35000 - 55000 pasos).

HCT Neutra HCT mono-ionizada HCT di-ionizada

wm Pose-1
w== Pose-2

RMSD (A)
RMSD (A)
RMSD (A)

™
T WY IO PO S PN NPV S U B ‘ g g \ L | I : I ! :
0 S000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 40000 45000 S0000 SSOK 5 10000 0000 30000 40000 S0000 10000 20000 30000 40000 50000

Simulation step (x 0.2 ps) Simulation step (x 0.2 ps) Simulation step (x 0.2 ps)

Figura 2.18: Perfiles RMSD (A) vs tiempo (ps), para ambas poses del docking

de fodas las especies de HCT estudiadas.

Para identificar la pose de unién mas estable entre las dos poses de union
analizadas, se realizaron analisis de descomposicidn energética en el intervalo
6-10 ns, presentandose los resultados obtenidos en la tabla 2.10. Se puede
observar que para la HCT neutra, el modo de inclusion mas estable fue la pose-
1, la cual exhibe una mayor estabilizacion derivada del componente
electrostatico comparada con la pose-2 (-18,1 y -12 kcal/mol, respectivamente).
La conformacion representativa para este modo de union se presenta en la figura
2.19a, la cual muestra que la principal fuerza que conduce a la formacién del
complejo la constituye la interaccion de puentes de hidrogeno entre el oxigeno
de la porcién sulfonamida y el grupo hidroxilo unido a C3 de la BCD. Esta
interaccidn intermolecular, se establecié alrededor de los 6 ns y persiste a lo
largo de la simulacion. Esta pose de unién predicha fue consistente con los Ad
determinadas por estudios de 'H NMR (tabla 2.5), en la cual, el efecto de
desapantallamiento (Ad positivo) en Hs fue a causa de la electronegatividad de
la porcion sulfonamida, mientras que el efecto de apantallamiento (Ad negativo)
sobre Hs se produjo por el sistema rico en electrones del anillo B de la HCT, el

cual se introdujo profundamente en la cavidad de la BCD.
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Tabla 2.10: Resultados obtenidos de los andalisis de descomposicion energética de las
trayectorias de dinamica molecular y la dependencia de la temperatura de los
componentes energéticos para la formacion del complejo de inclusion HCT/CD. Se

resalfan las poses mds favorables para cada especie.

Especies de HCT T(C) electa vdWP Gasc Solvd AGe

25 -18,1 245 42,7 235 -19,1
HCT neutra pose-1 37 -14,0 -27,9 -42,0 23,8 -18,2
45 -10,9 -26,3 -372 212 -16,0
HCT neutra pose-2 25 -12,0 -259 379 219 -16,0
HCT mono-ionizada pose-1 25 -25,8 -254 -505 38,7 -11,8
25 -26,8 -244 -512 36,0 -152

HCT mono-ionizada pose-2 37 -28,0 -24,3 -52,3 37,2 -15/1
45 -26,7  -24,1 -50,9 37,8 -13,1
25 -77,1 244 -101,4 886 -12,8
HCT di-ionizada pose-1 37 -84,1 -234 -107,5 93,7 -13,8
45 -66,8 -17,3 -841 76,9 -7,

HCT di-ionizada pose-2 298 -66,2 -16,3 -825 734 -9,2

a) Componente de interaccion electrostatica (kcal/mol). b) Componente de interaccion
de van der Waals (kcal/mol). c) Energia de interaccion en la fase gaseosa (kcal/mol).

d) Energia de desolvatacion (kcal/mol). e) Energia de union estimada (kcal/mol).

Figura 2.19: Arreglo tridimensional del modo de union entre BCD y a) HCT
neutra, b) HCT mono-ionizada, c¢) HCT di-ionizada. Las estructuras representan
la conformacion mas frecuente determinada por un algoritmo de clustering
basado en el RMSD de las correspondientes trayectorias de dinamica

molecular.
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Cuando se analizé el modo de unién de la forma mono-ionizada de la HCT
(figura 2.20b), el grafico de RMSD en funcion del tiempo muestra que el complejo
correspondiente a la pose-1 se mantiene relativamente estable después de ser
calentado y de la fase de equilibrio, mientras que la pose-2 exhibe mayor
variacion estructural que la pose-1 (figura 2.18). Después de realizar los analisis
de descomposicion energética (5000 — 55000 pasos), se encontro que la pose-2
mostré mayor afinidad que la pose-1 (-15,2 y -11,8 kcal/mol, respectivamente).
En ambos casos, la especie mono-ionizada exhibi6 menor afinidad que la
especie neutra. A partir de un analisis de clustering sobre la trayectoria de DM
correspondiente a la pose-2, se obtuvo la conformacién mas poblada (figura
2.19b), la cual fue significativamente diferente a la obtenida para la HCT neutra
(figura 2.19a), donde la mitad sulfonamida se encuentra ahora orientada hacia el
borde mas angosto de la BCD, estableciéndose interacciones de puente
hidrogeno estables entre el grupo amino y el oxigeno del puente 1,4 glicosidico.
La proximidad del grupo amino a Hs y Hs, a lo largo con la insercion del anillo
aromatico dentro de la cavidad hidrofébica, es consistente con el efecto de
apantallamiento observado por 'H NMR para ambos atomos (tabla 2.5).

Con respecto a las especies di-ionizadas de la HCT, el grafico de RMSD en
funcién del tiempo (figura 2.18) nuevamente demostrd un rearreglo significativo
del complejo inicial, alcanzado el equilibrio después de los 6 ns (30000 pasos)
de simulacion. El analisis de descomposicion energética se realizé entre los 3 y
los 6 ns de simulacion (tabla 2.10), lo cual revela que la pose-1 mostr6 mayor
afinidad que la pose-2 (-12,8 y -9,2 kcal/mol, respectivamente), con estas
especies exhibiendo una menor afinidad que cualquiera de las especies mono-
ionizada o neutra de la HCT. La estructura obtenida a partir del analisis de
clustering de la pose-1 (figura 2.19c) muestra que la HCT se insertd
profundamente dentro de la cavidad de la BCD, estableciendo interacciones por
puente de hidrégeno con ambos bordes, el ancho y el angosto, de la molécula
receptora. El gran efecto de apantallamiento en Hs y Hs, observado en los
espectros de 'H NMR, se atribuy6é a la disposicion perpendicular del anillo
aromatico, rico en electrones, con respecto a los protones interiores de la BCD.

De los resultados anteriores, se puede observar que las predicciones de

afinidad para los tres estados de ionizacion de la HCT analizados, estan de
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acuerdo con las observaciones experimentales obtenidas por ITC y DSF (tabla
2.6). Es notable que la energia de estabilizacion derivada de las interacciones
de van der Waals permanecen sin cambios para los distintos estados de
ionizacion de HCT. En linea con estas observaciones, la idea de que la energia
de solvatacién puede limitar la afinidad general observada en los complejos de
inclusion de BCD, ya han sido reportadas por nuestro grupo de investigacion
(Zoppi y col., 2010; Zoppi y col., 2008).

2.3.2.3 Afinidad en Funcién de la Temperatura

Se estudio el efecto de la temperatura en la afinidad de HCT hacia la BCD
por ambos métodos, experimental y tedrico. Como una vision conjunta general,
la afinidad observada fue altamente dependiente del estado de ionizacion de la
HCT. Para la HCT neutra, ocurre un marcado decrecimiento en la afinidad por la
cavidad de la BCD a medida que aumenta la temperatura, mientras que para
cualquiera de las especies mono-ionizadas o di-ionizadas de la HCT, no se
observaron cambios significativos (tabla 2.6). El valor de la constante de
estabilidad calculada experimentalmente, esta directamente relacionada con la
afinidad de la HCT por la cavidad de la BCD, es decir, que a mayor valor de la
constante de estabilidad, mayor es la afinidad entre ambos componentes.

Estos resultados sugieren que la dependencia de la afinidad con la
temperatura origina diferencias en los modos de inclusion de la HCT dentro de
la cavidad de la BCD. La tabla 2.6 muestra las constantes de estabilidad
obtenidas por los analisis de DSF y por ITC. La tabla 2.10 presenta los
componentes energéticos correspondientes como los determinados por la
trayectoria de dinamica molecular, usando diferentes temperaturas para el modo
de inclusiéon mas estable de la HCT. Se pudo observar que, para la HCT neutra,
los componentes electrostaticos fueron altamente dependientes de la
temperatura, con un marcado decrecimiento cuando se incrementd la
temperatura (-18,1; -14,0 y -10,9 kcal/mol a 25, 37 y 45 °C, respectivamente), lo
cual tiene consistencia con el decrecimiento de los valores de AH determinados
por ITC (tabla 2.3). Lo encontrado también sugiere que, cuando la temperatura

se elevo, la HCT permanecio incluida en la cavidad de la BCD, como se
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demuestra por el hecho de que la componente de van der Waals se mantuvo sin
cambios significativos (-24,5; -27,9 y -26,3 kcal/mol a 25, 37 y 45 °C,

respectivamente).

El analisis de los enlaces de puente de hidrogeno demuestran que, existe un
cambio significativo en el modelo de enlaces de hidrégeno formados a diferentes
temperaturas para este complejo, con la interaccion principal de puentes de
hidrogeno que se establece entre el oxigeno (O2) del grupo sulfonamida y el
C30H del el borde ancho de la BCD a 25 °C (ocupacioén del 27,7 %) (figura 2.20a).
Esta “ocupacién” que se define, hace referencia a la interaccion por puente de
hidrégeno, lo cual significa que del 100% del tiempo de trayectoria simulado, el

27,7% del tiempo se encuentra establecido el enlace por puente hidrogeno.

A 37 °C, la HCT neutra se introdujo profundamente en la cavidad de la BCD, y
en ese caso, el contacto principal de puente de hidrégeno se establecid entre los
grupos N-H del anillo benzotiadiazina de la HCT y He de la BCD (figura 2.20b).
La ocupacion calculada fue significativamente menor (16,7%), la cual a su vez
llevé a un decrecimiento en la componente electrostatica comparado al obtenido
a 25 °C (-14,0 y -18,1 kcal/mol, respectivamente). A la mayor temperatura
ensayada (45 °C), la interaccion de puentes de hidrégeno, entre la mitad
sulfonamida de la HCT y el O-H del borde ancho de la BCD, fue nuevamente
identificado como el principal contacto de estabilizacion del complejo de inclusion
(figura 2.20c). Esta interpretacion mostré la menor ocupacion de las tres
temperaturas estudiadas (8,2%), lo cual es consistente con la significativa baja
en la afinidad de la HCT por la cavidad de la BCD.
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a) 25°C b) 37°C c) 45°C
Ocupacion: 27,7% Ocupacién: 16,7% Ocupacion: 8,2%

Figura 2.20. Interaccion entre la HCT neutra y la BCD a distintas temperaturas y

el porcentaje de ocupacion en cada caso. a) 25 °C. b) 37 °C. c) 45 °C.

Cuando se analizé la HCT en su estado mono-ionizado (figura 2.21), no se
observaron cambios significativos en los arreglos tridimensionales del complejo
como consecuencia de un aumento de la temperatura. Los analisis de puente de
hidrogeno demostraron que, en todos los casos se establecieron interacciones
de puentes de hidrégeno estables entre el oxigeno del grupo sulfonamida de la
HCT y el C3OH del borde ancho de la BCD, cuya ocupacion no mostrd
dependencia significativa con la temperatura (70,9%; 76,5% y 68%, a 25, 37 y
45 °C, respectivamente). Esta observacion fue consistente con la estabilidad del
componente electrostatico calculado para las tres temperaturas ensayadas
(tabla 2.5). Basado en los valores de pKa de la HCT, se considera que las
especies mono-ionizadas estaban en su mayoria presentes entre pH 8 y 9, el
cual fue consistente con los valores de estabilidad relativa de HCT por BCD
reportados en la tabla 2.5 para ese rango de pH. Finalmente, las especies di-
ionizadas, (figura 2.22), tiene un comportamiento similar al observado para la
especie mono-ionizada, formando enlaces de puentes de hidrégenos estables a
ambos bordes de la molécula de BCD, lo cual estuvo nuevamente en

concordancia con los valores de estabilidad experimental determinado a pH 10.
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a) 25°C b) 37°C c) 45°C
Ocupacién: 70,9% Ocupacién: 76,5%  Ocupacién: 68,1%

Figura 2.21: Interaccion entre la HCT mono-ionizada y la BCD a distintas
temperaturas y el porcentaje de ocupacion en cada caso.
a)25 °C. b) 37 °C. c) 45 °C.

a)25°C b) 37°C c)45°C
Ocupacion: 71,2%  Ocupacion: 73,2%  Ocupacién: 60,8%

Figura 2.22: Interaccion entre la HCT di-ionizada y la FCD a distintas
temperaturas y el porcentaje de ocupacion en cada caso.
a)25 °C. b) 37 °C. c) 45 °C.

2.3.3 Discusion Final de Resultados y Conclusiones Parciales

Los estudios de docking se realizaron considerando los tres estados de
ionizacion posibles de la HCT estableciéndose dos posibles poses de union para

cada una de las especies de la HCT: neutra, mono- y di-ionizada. Se observo
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que las formas mono- y di-ionizadas presentaron un modo de unién a la BCD
similar al de la HCT neutra. De las simulaciones de DM se observé un marcado
rearreglo conformacional en la BCD como consecuencia de la inclusién de la
HCT. En todos los casos se observo que el farmaco se incluye completamente
en la cavidad de la BCD, variando la orientacion segun su estado de ionizacién
y estabilizandose mediante interacciones electrostaticas y de Van der Waals.

El aumento en el grado de ionizacién de la HCT disminuyé la afinidad por la
BCD, lo cual se encuentra asociado al costo energético para desolvatar la HCT
en solucién. Se encontré una fuerte dependencia entre la afinidad y la
temperatura, observandose que a medida que aumenta la temperatura, la
constante de estabilidad calculada fue menor, lo cual fue atribuido a aspectos
conformacionales y modificaciones en los enlaces de hidrogeno entre HCT y
BCD.

La influencia del pH y la temperatura en la estabilidad del complejo HCT/
BCD fue descrita en detalle y elucidada a nivel molecular, estableciéndose una
adecuada correlacidon entre los aspectos estructurales identificados mediante
metodologias tedricas y los resultados experimentales obtenidos por las técnicas
de DSF, ITCy '"H NMR.
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RESUMEN FINAL Y CONCLUSIONES GENERALES

La HCT es un farmaco que pertenece a la clase 4 del Sistema de
Clasificacion Biofarmacéutico, por lo tanto tiene baja solubilidad y baja
permeabilidad intestinal. Existen numerosas estrategias para mejorar estas
caracteristicas desfavorables, una de ellas es la utilizacién de CD. La CD tiene
una cavidad hidrofébica, capaz de albergar en su interior una molécula poco
soluble en agua. Particularmente, se utilizé la BCD ya que es la mas conveniente
en cuanto al tamano, propiedades y costo.

El complejo formado, fue ampliamente caracterizado, realizandose estudios
en estado liquido, sélido y calculos tedricos.

En estado liquido se realizaron estudios de DSF, ITC y 'H NMR. Estas
técnicas evidenciaron la formacion de un complejo de inclusion de
estequiometria 1:1 entre la HCT y la BCD. Tanto las técnicas de DSF como de
ITC, demostraron que se forma un complejo débil, ya que las constantes de
estabilidad son pequenas y que a su vez, disminuyen a medida que aumenta la
temperatura y el grado de ionizacién del IFA. Por medio del andlisis de los
espectros de TH NMR, se pudo establecer el tipo de interaccion que ocurre entre
ambos componentes y como ingresa la molécula del IFA a la cavidad hidrofébica
de la CD. Se postula que la HCT ingresa completamente en la cavidad de la
BCD.

En estado solido, se llevo a cabo la caracterizacion por medio de analisis
térmico (DSC/TGA), FT-IR y ensayos de disolucion. Tanto el analisis térmico
como el FT-IR, demostraron la formacion de una nueva especie quimica ya que
tanto las curvas como los espectros de absorcidon obtenidos, fueron diferentes a
los de los componentes puros. Por medio de los ensayos de disolucion, se pudo
determinar que la velocidad de disolucién de la HCT fue significativamente mayor
en comparacion a la de HCT pura, lo cual indicé que, por medio de la estrategia
utilizada, se logré mejorar una de las caracteristicas biofarmacéuticas
desfavorables del farmaco en estudio.

Estas investigaciones experimentales fueron complementadas con estudios

tedricos. Los estudios de modelado molecular se llevaron a cabo por medio de
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docking molecular y dinamica molecular. Se obtuvo una muy buena correlacion
entre los resultados tedricos y los experimentales.

En resumen, el complejo de inclusion entre la HCT y la BCD obtenido
presentd una estequiometria 1:1, con una constante de estabilidad fuertemente
afectada por la temperatura y el estado de ionizacion de la HCT. El mismo es

capaz de aumentar la solubilidad y la velocidad de disolucién de la HCT.
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Capitulo 3: Nanoparticulas Poliméricas

Capitulo 3:
DESARROLLO, CARACTERIZACION y EVALUACION DE
NANOPARTICULAS POLIMERICAS

INTRODUCCION

La via oral es atractiva para la administracion de farmacos porque esta
asociada a la conveniencia, a la conformidad por parte del paciente y al bajo
costo. Sin embargo, existen numerosos principios activos con baja
biodisponibilidad cuando son administrados por esta via. Entre otras razones, la
baja biodisponibilidad puede estar relacionada con uno o mas de los siguientes
efectos que pueden sufrir los farmacos:

* Baja permeabilidad o permeabilidad restringida a cierta parte del
intestino.

» Baja solubilidad en el medio acuoso del Ilumen del tracto
gastrointestinal (TGI).

 Falta de estabilidad dentro del intestino (barreras enzimaticas,
inestabilidad quimica, etc).

Con el objetivo de minimizar estos inconvenientes, un significativo numero de
estudios han demostrado el potencial uso de nanoparticulas (NPs) poliméricas
como sistemas de liberacién para la administracion oral de farmacos con baja
absorcion intestinal. Entre las principales caracteristicas que tienen estos
sistemas encontramos la habilidad de las NPs poliméricas para desarrollar
interacciones bioadhesivas con la mucosa intestinal (Agueros y col., 2009);
propiedad que posibilita aumentar el tiempo de permanencia de los farmacos en

el sitio de absorcidn, lo que favoreceria su biodisponibilidad.
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» Nanoparticulas

Con el fin de resolver o minimizar los inconvenientes que presentan los
farmacos insolubles o poco permeables, un significativo numero de estudios han
demostrado el potencial que tienen las nanoparticulas poliméricas como
sistemas de liberacion para la administraciéon oral de farmacos pobremente
absorbidos. Todos estos hallazgos estan sustentados por las propiedades
fisicoquimicas y biofarmacéuticas de estos transportadores (Agueros y col.,
2009).

Las NPs se definen como particulas de tamano inferior a 1 pm, las mas
utilizadas generalmente tienen un tamano de entre 10 y 500 nm, elaboradas a
partir de materiales poliméricos de diferente naturaleza. El método de
fabricacion, la composicidn quimica de éstos y la naturaleza del ligando, en caso

que lo posea, influenciaran su funcionalidad y efectividad (Gomez-gaete, 2014).

La obtencion de NPs, en un rango de tamafos entre 50-300 nm, para la liberaciéon
de farmacos, se puede alcanzar por dos vias. La primera es rompiendo las particulas
hasta lograr un tamano nano, la segunda es construyendo particulas desde las
moléculas. Estos modelos se esquematizan en la figura 3.1 (Grupta RB, 2006). Estos
sistemas ofrecen grandes posibilidades para mejorar la seguridad y la eficacia de

numerosos farmacos.

Molienda de & %
grandes particulas @
o @
00 0 © . . .
0 000 0 © Precipitacién & %
0O 0 0 00O > @
@ 80 O 4P desde una solucién 8

O 00

Figura 3.1: Esquematizacion de mecanismos empleados para obtener

nanoparticulas.
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% La molienda de grandes particulas o proceso de ruptura, para la
obtencion de NPs es uno de los mecanismos mas viejos utilizados para la
reduccion de solidos y para producir una gran cantidad de materiales
particulados. En este procedimiento, el material es sometido a estrés, el cual

resulta en la ruptura de la particula.

“ En la precipitacién desde una solucion o el proceso de construccion, el
polimero se disuelve en un solvente hasta conseguir una solucion. El precipitado
de NPs se obtiene por la remocion rapida del solvente o por el agregado de un
antisolvente a la solucién, reduciendo la solubilidad del polimero en el medio.
Inicialmente, se forma un nucleo, el cual crece por la condensacion o

coagulacion.

Entre las ventajas que aportan las nanoparticulas se pueden citar:

+ La capacidad para proteger a las moléculas encapsuladas frente a su
eventual degradacion, desde el momento de la administracion en el paciente
hasta que alcanza su lugar de accion o absorcion.

+ La capacidad para atravesar las barreras bioldégicas como la piel, las
mucosas gastrointestinales o respiratorias, como asi también, la barrera
hematoencefalica.

+ La capacidad para alcanzar el 6rgano, tejido o grupo celular diana donde
la molécula debe ejercer su accion.

+ La capacidad para alcanzar compartimentos intracelulares.

« La capacidad para controlar la liberacion de la molécula activa en su lugar
de accion o absorcion.

Por otra parte, aunque la nanotecnologia esta cambiando la forma y las
maneras de disenar los sistemas de administracion y transporte de los farmacos,
no se pueden olvidar los numerosos problemas y desafios que representa su
utilizacion. En el ambito biomédico, también debe considerarse un amplio
abanico de cuestiones importantes relativas con el procesamiento y la
reproducibilidad de las nanoparticulas, asi como aspectos relacionados con la
biocompatibilidad, la respuesta inmune y la seguridad a largo plazo (lrache,
2008).
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» Quitosano

El quitosano (CHI), es un co-polimero lineal de enlaces B-(1-4) de D-
glucosamina y N-acetil-D-glucosamina. Debido a su estructura unica, el CHI
posee numerosas caracteristicas favorables, tales como la biocompatibilidad,
biodegradabilidad, efecto aumentador de la permeabilidad, propiedades
cationicas, etc. Estas ventajas hacen que el CHI sea ampliamente utilizado en el

campo farmacéutico y en ingenieria de tejidos.

Las NPs a base de CHI se forman como resultado de procesos de auto-
asociacion o entrecruzamiento, en virtud de los cuales las cadenas poliméricas
se ordenan en estructuras nanoscopicas, ya sea por interacciones inter o
intramoleculares de tipo covalente o no covalente. En estas NPs el farmaco
puede estar atrapado o ligado a la matriz polimérica solida. Las metodologias
mas comunes, mediante las cuales es posible sintetizar NPs, se presentan en la

figura 3.2 (Goycoolea y col., 2009).

Autoensamblado de

derivados hidrofébicos

Coacervacion compleja

— Coacervacion

Precipitacion

— Genipina

Ester etilenglicol diglicol
(EGDE)

— Reticulacion quimica

Nanoencapsulacién de quitosano

L Glutaraldehido

Gelacion ionica

—  Reticulacionidnica

Tripolifosfato sodico

Figura 3.2: Métodos para la obtencion de nanoparticulas de quitosano.
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Dentro de los métodos presentados en la figura 3.2, el de la gelacion idnica
ha sido el mas desarrollado. Entre las ventajas que presenta esta técnica, cabe
destacar que evita el uso de altas temperaturas, solventes organicos y procesos
drasticos como el ultrasonido. Ademas, la naturaleza policationica del CHI le
confiere a estos sistemas, la capacidad para asociar de forma eficiente farmacos,
preservando la estabilidad y la bioactividad de los principios activos. La gelacion
idbnica se basa en la interaccion idnica entre las cargas positivas de los grupos
aminos primarios del CHI y las cargas negativas de un agente entrecruzante, tal
como el tripolifosfato de sodio (TPP), el cual es una sustancia no téxica y con
propiedades multivalentes (Fan y col., 2012). La formacion de las NPs se

esquematiza en la figura 3.3.

- CHI de bajo peso molecular

® Grupo amino protonado  ® Contra-ién {__! Efectode apantallamiento de contra- i6n

Figura 3.3: Esquematizacion del proceso de gelacion ionica.

En los ultimos afios, las NPs de CHI de bajo peso molecular, han demostrado
un gran potencial en la aplicacién de liberacion de farmacos. Esto se debe a que
este tipo de CHlI tiene buena solubilidad en medio acido, propiedades catidnicas,
caracteristicas bioadhesivas y propiedades como aumentador de la

permeabilidad (Fan y col., 2012).
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> Objetivos

El objetivo de esta investigacion fue obtener NPs de CHI para la
administracién oral de farmacos. Teniendo en cuenta que previamente se obtuvo
un complejo de inclusién HCT/BCD (Onnainty y col., 2013), se decidié combinar
las propiedades de las ciclodextrinas (CDs) con las NPs, con el objetivo de
aumentar la incorporacién de IFAs poco solubles en agua a estos sistemas
transportadores. Por lo tanto, se utilizd como farmaco modelo a la HCT
acomplejada con CD.

Para llevar a cabo este objetivo, se realizaron las actividades que se

describen a continuacion.

Parte I: Obtencién y caracterizacion fisico-quimica de las NPs

Las NPs de CHI se obtuvieron utilizando la técnica de gelacién idnica,
usando TPP como agente entrecruzante. Las condiciones Optimas de sintesis se
seleccionaron evaluando diferentes combinaciones de concentraciones de los
componentes puros y variando la temperatura de reaccion.

Las NPs se caracterizaron en cuanto a su tamano y carga superficial
utilizando la técnica de dynamic light scattering (DLS). La estabilidad de las NPs
se estudid a distintos valores de pH, durante 20 dias, a temperatura ambiente,
simulando condiciones de almacenamiento. La morfologia se determiné por
microscopia electronica de barrido (SEM). La deteccion del principio activo,
presente en el sistema, se realizé por SEM acoplado a espectroscopia de rayos
X.

Las NPs se cargaron con el complejo de inclusion HCT/ BCD. Las mismas
se aislaron utilizando una ultracentrifuga. La cantidad de farmaco encapsulado
se determin6 por medio de un método indirecto, el cual consistié en cuantificar
la cantidad de IFA presente en el sobrenadante, utilizando para dicha
cuantificacion un espectrofotometro UV-Vis. Se realizaron estudios de liberacién

in vitro, utilizando la técnica de dialisis en tubos de membrana de celulosa.
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Parte II: Evaluacion biofarmacéutica de las NPs

Se evaluaron las propiedades bioadhesivas de las NPs utilizando dos
técnicas diferentes, aunque ambas involucraron mucina gastrica porcina. La
primera, denominada método de la mucina, consiste en medir el Potencial Z de
superficie de las NPs antes y después de que éstas interactuaran con una
suspension de mucina. La segunda técnica de evaluacion se llevo a cabo usando
microscopia diferencial de barrido, la cual se basa en detectar cambios en la
estructura de la mucina, luego de que ésta se pone en contacto con un material
mucoadhesivo como son las NPs.

Se realizaron estudios de permeabilidad /n vitro, utilizando la técnica de saco
intestinal evertido de ratas. Se evalud la viabilidad ex vivo del tejido intestinal en
las condiciones de ensayo, para lo cual se determiné la capacidad de
concentracion de glucosa de los segmentos intestinales aislados en medio de
cultivo TC199.

Para la cuantificacion del farmaco se desarroll6 una técnica bioanalitica, que
involucrd la extraccion en fase solida de HCT para su posterior cuantificacion por
cromatografia liquida de alta resolucion. El procedimiento fue exhaustivamente
validado.

Los tejidos, utilizados en los ensayos de permeabilidad, se sometieron a
estudios toxicologicos a nivel histologico, utilizando para dicho fin, la microscopia
optica de alta resolucion (MOAR) y la microscopia electronica de transmision
(TEM).
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> Materiales

La HCT, se compro en Parafarm (Buenos Aires, Argentina) y se utilizd sin
previa purificacion.

La BCD, fue donada por Ferromet S.A. (agente de Roquette en Argentina).

El CHI de bajo peso molecular, 75 — 85% deacetilado, se adquirié en Sigma
Aldrich (Buenos Aires, Argentina).

El TPP se adquirié en Todo Droga (Cérdoba, Argentina).

La Cafeina, se adquirio en Parafarm (Buenos Aires, Argentina).

La Mucina de estdmago de cerdo utilizada para los estudios de
mucoadhesion y el medio de cultivo TC199 (Medium 199) utilizado en los
estudios de permeabilidad se adquirieron en Sigma Aldrich, (Buenos Aires,
Argentina).

El kit Glicemia enzimatica AA, se adquirié de Wiener lab, Rosario, Argentina.

Los animales se adquirieron del bioterio del Instituto de Investigacion Médica
Mercedes y Martin Ferreyra (Cordoba, Argentina)

Todos los experimentos se realizaron con Metanol y Acetonitrilo grado HPLC.

El agua utilizada en todos los estudios fue Milli-Q (Millipore, Bedford, MA). Se
utilizaron soluciones tamponadas de fosfatos para controlar el valor del pH del

medio.
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PARTE I: SINTESIS Y CARACTERIZACION FISICOQUIMICA
3.1.1 Instrumental

Las muestras se pesaron en una balanza analitica Voyager Ohaus modelo
Explorer EO1140 y se solubilizaron con la ayuda de un ultrasonicador Elma S 40
Elmasonic.

El pH se determind utilizando un pH-metro Hanna instrument HI 255
combined meter.

Las mediciones de absorbancia se realizaron con un espectrofotometro
Agilent Technologies Cary 60 UV-Vis. Se emplearon celdas de cuarzo de 1 cm
de paso optico Héllma Analytics.

El tamafio y el potencial Z se determinaron utilizando un equipo de Dispersion
Dinamica de la Luz, (Dynamic Light Scattering, DLS), Beckman Coulter Delsa
Nano C, con laser He-Ne 633 nm.

Las imagenes de los sistemas en estudio para el analisis en cuanto a su
morfologia, fueron obtenidas con microscopio electronico de barrido (SEM)
SUPRA™ 40 (ZEISS); y los estudios de mucoadhesion fueron realizados
utilizando FE-SEM Zigma. Para corroborar la presencia de HCT en las NPs se

utilizé un FE-SEM Zigma acoplado a EDX, Lamarx.
3.1.2 Métodos

3.1.2.1 Obtencién de Nanoparticulas

Las NPs se obtuvieron utilizando la técnica de gelacién i6nica. Como se
menciono en la introduccion, esta técnica se basa en la interaccion ionica entre
las cargas positivas de los grupos aminos primarios del CHI de bajo peso
molecular y las cargas negativas de un agente entrecruzante, tal como el TPP.

El CHI es un compuesto insoluble en agua, por lo cual debe disolverse en
una solucién acuosa de acido acético, cuatro veces mas diluido que la solucion
del polimero que se quiere realizar. Para favorecer este proceso, la solucion se

mantuvo con agitacion magnética durante toda la noche. Una vez que el CHI

95



estuvo completamente disuelto, se ajustoé el pH de la solucién a 4,9 con una
solucion de NaOH 1 M, para favorecer la protonacién de los grupos aminos del
CHI. Luego se filtro la solucion con una membrana de tamano de poro de 0,45
MM para remover los residuos de las particulas insolubles. La solucién de TPP
se preparo en agua Milli Q y se filtr6 con una membrana con el mismo tamarno
de poro, que el mencionado anteriormente.

La sintesis de las NPs de CHI se llevo a cabo colocando 10 mL de CHI (pH
4,9), precalentado a 60 °C, en un vaso de precipitados con fuerte agitacion
magnética, a la cual se le agregaron rapidamente, 3 mL de una solucion de TPP
en agua a 4 °C. La reaccion transcurrié durante 10 min a temperatura ambiente
(Fany col., 2012).

Un esquema de la sintesis realizada se presenta en la figura 3.4.
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4°C
pH=5.5

Solucién de CHI en &cido acético
60 °C
pH=4.9

Fuerte agitacion durante 10 min.
Temperatura ambiente.

Figura 3.4: Esquema de la sintesis utilizada para la obtencion de NPs.

Se determinaron las condiciones Optimas para la obtencion de las NPs con
tamafno menor a 500 nm, realizando diversas sintesis en donde se combinaron
distintas concentraciones de CHI y TPP. Para este propdsito, se prepararon
soluciones de TPP en agua y de CHI en acido acético a pH 4,9, a diferentes
concentraciones, 0,25; 0,5; 0,75 y 1 mg/mL. La sintesis de las NPs se llevo a

cabo de acuerdo al procedimiento descrito anteriormente en esta seccion.
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Capitulo 3: Nanoparticulas Poliméricas

Las suspensiones obtenidas se evaluaron en primera medida visualmente,
clasificandolas en tres clases, segun su apariencia (Calvo y col., 1997).:
» Soluciones claras: ausencia de NPs.
» Soluciones opalescentes: pequefas particulas.
» Soluciones con separacion de fases: formacion de agregados
Posteriormente, se midié el tamafo de las particulas presentes en las
muestras por DLS. De esta manera, se pudo establecer una relacion entre la

apariencia de las muestras obtenidas y el tamafo de particulas alli presentes.

3.1.2.2 Inclusién del Complejo HCT/BCD en las NPs

Una vez que se seleccionaron las condiciones optimas para la obtencion de
las NPs, éstas se sintetizaron conjuntamente con el complejo HCT/BCD. Con
este procedimiento se pretendio incorporar el complejo de HCT/BCD en las NPs.
Se trabajé con el complejo de la HCT y no con el farmaco solo, debido a que de
esta manera se solubiliza mayor cantidad de principio activo.

El complejo HCT/BCD se disolvidé en la solucion de TPP, ya que ésta se
prepara en agua y a temperatura ambiente, posteriormente se enfria a 4 °C. La
concentracion del complejo en la solucion de TPP fue de 1,44 mg/mL,
equivalente a una concentracion de HCT de 0,22 mg/mL. La sintesis de las NPs
se realiz6 segun el procedimiento descrito anteriormente en la seccion 3.1.2.1.

El contenido de cada vaso de precipitado se colocé en tubos tipo Falcon, con
una base de glicerol (aproximadamente 10 uL), para ultracentrifugarlos a 13000
rpm, por 40 min, a 20 °C. Este procedimiento se realiz6 para aislar las NPs del
exceso de principio activo y asi obtener el pellefde NPs cargadas con el complejo
HCT/BCD. Se realizaron 3 ciclos de lavados, con el agregado de 7 ml de agua
en cada uno. El glicerol se utilizé con el fin de evitar la agregacion de las NPs
centrifugadas (Rampino y col., 2013).

Se calculd la cantidad de farmaco encapsulado, utilizando un método
indirecto que consistid6 en restar la cantidad de farmaco presente en el

sobrenadante luego de aislar las NPs, a la cantidad inicial de principio activo
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agregado®. El porcentaje de farmaco encapsulado en las NPs, se obtuvo de

acuerdo a la ecuacion 3.1 (Krauland y col., 2007):

mg Farmacoencapsuiado = mg FArmacoiciqy — mg FArmaco soprenagante  LECUACION 3.7
La cuantificacion de la HCT incorporada en las NPs, se llevd a cabo
utilizando un espectrofotometro UV-Vis, a una longitud de onda (1) de 270 nm.

La curva de calibrado se realizé en agua, en un rango de (1,2 - 6) x10-5M.

3.1.2.3 Determinacién de Tamaiio y Potencial Z

El tamafio y el valor de potencial Z de las NPs se determind utilizando la
técnica de DLS.

La determinacion del tamano y del indice de polidispersidad (PDI), asociado
a la muestra, se realizd colocando la suspension de las NPs, debidamente
diluida, en una celda de vidrio e indicando las condiciones de solvente e indice
de difraccion correspondiente en el software del equipo, Beckman Coulter Inc.
Cada muestra fue medida 35 veces, por triplicado. La determinacién del potencial
Z se llevd a cabo bajo las mismas condiciones experimentales, colocando la
muestra en una celda de electroforesis capilar, realizando 70 mediciones, por
triplicado.

El tamano promedio (nm), el indice de polidispersidad y el valor de potencial
Z (mV) se calcularon utilizando la funcidén de correlacion CONTIN que provee el

software del equipo.

1 Si bien se trabaja con el complejo HCT/BCD, éste complejo es inestable, por lo tanto, lo
que se cuantifica en todos los casos es la HCT. El complejo fue ampliamente descrito y

caracterizado en el capitulo 2 de este trabajo de tesis.
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3.1.24 Estudios de Estabilidad

Los estudios de estabilidad se realizaron con el objetivo de determinar si las
NPs sufren algun cambio a nivel macroscopico y/o nanométrico, cuando son
sometidas a ambientes con diferentes valores de pH, en distintos periodos de

tiempo.

El anadlisis a nivel macroscopico se realiz6 observando cambios en las
soluciones, en relacidon a su aspecto general, separacion de fases, etc. En
cuanto al nivel nanomeétrico, se midié el tamano y el PDI de las NPs por DLS.

Estos estudios se llevaron a cabo resuspendiendo el pellef de NPs, ya sean
vacias o cargadas con el complejo HCT/BCD, en soluciones tamponadas de HCI
o fosfatos, segun corresponda a los diferentes valores de pH (1,2; 5,5; 6,8; 7,4)
y agua. Las suspensiones se mantuvieron a temperatura ambiente durante 20
dias, simulando de esta manera las condiciones de almacenamiento.

Se consider6 que las muestras son estables, cuando no se observan

cambios significativos en cuanto a su apariencia y/o tamafo medido.

3.1.2.5 Microscopia Electrénica de Barrido

La técnica de microscopia electrénica de barrido (SEM), fue utilizada con el
objetivo de analizar la morfologia, la superficie y la dispersion de tamafos de las
NPs sintetizadas. También se utilizé un SEM, acoplado a espectroscopia de
rayos X (EDX), para analizar los componentes quimicos presentes en la
superficie de las NPs sintetizadas. Esta técnica corrobor6 la presencia de HCT
en las NPs, ya que se pudieron identificar atomos caracteristicos del principio
activo.

En ambos casos las muestras se prepararon de la misma manera. Los pellets
se resuspendieron en agua y una gota de cada una de estas suspensiones se
coloco sobre un soporte para SEM. La muestra se secé en una camara de vacio

y luego se metalizd con oro para poder analizarla por SEM.
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3.1.2.6 Estudios de Liberacioén /n vifro

Los estudios de liberacion /n vitro fueron realizados utilizando la técnica de
dialisis en tubos con una membrana de celulosa (Joshi y col., 2010). En la figura

3.5 se presenta un esquema del dispositivo de trabajo empleado.

Tubo de didlisis con
membrana semipermeable

Medio donor:
NPs cargadas con
HCT/BCD

PBS pH 7.4 ! L

Solucién tamponada T

HCT liberada |

Figura 3.5: Esquema de la dialisis en tubos de membrana de celulosa.

Los ensayos se llevaron a cabo a temperatura ambiente, en una solucion
tamponada de fosfatos (PBS) de pH 7,4. En los ensayos, el medio donor fue
igual al medio receptor, utilizandose la misma solucién tamponada.

Los ensayos se realizaron con pellefs de NPs cargadas con el complejo
HCT/BCD, con HCT sola y con el complejo solo, éstos dos ultimos, como
referencia para corroborar que el principio activo es capaz de atravesar la
membrana. Tanto la suspension de NPs, como las soluciones de HCT vy el
complejo, se prepararon con 5 mL de medio donor y se colocaron dentro del saco
de membrana de celulosa sellado herméticamente (compartimento donor). La
membrana se hidraté con medio donor durante 2 h, previo al comienzo del
ensayo. Finalmente, la bolsa de dialisis se sumergio en 200 ml de medio receptor
y se mantuvo con agitacion constante, a temperatura ambiente. Se tomaron
muestras de 3 mL cada una con reposicion de medio fresco, a intervalos de
tiempos determinados por 24 h. La cantidad de HCT liberada, presente en las
muestras se cuantifico utilizando un espectrofotometro UV-Vis a una A= 270 nm.

Cada ensayo se realiz6 por triplicado.
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3.1.3 Resultados

3.1.3.1  Obtencion de las Nanoparticulas

Se realiz6 la sintesis de las NPs poliméricas aplicando la técnica de gelacién
idnica, combinando diferentes concentraciones de CHI y de TPP, para estudiar
distintas relaciones molares de los componentes puros y obtener las mejores
condiciones de trabajo.

Las muestras obtenidas se clasificaron, segun su apariencia, en 3
categorias, opalescentes (formacion de NPs), claras (ausencia de NPs) o
separacion de fases (formacion de agregados). Dichos resultados se presentan

en la figura 3.6, destacandose la condicion seleccionada para los estudios

posteriores.
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Figura 3.6: Evaluacion visual de las NPs obtenidas a partir de la
combinacion de diferentes concentraciones de CHI y TPP, [CHI] mg/ml vs

[TPP] mg/mi.

En base a los resultados presentados en el grafico de la figura 3.6, se sugiere
que la formacion de NPs solo es posible en algunas condiciones especificas de
concentracion de CHI y TPP. El tamaino de las NPs sintetizadas depende de las

concentraciones empleadas de los componentes puros.

101



Analizando los valores de los tamanos de las particulas obtenidas, se

selecciond la concetracion de 2 mg/mL, tanto para el CHI como para el TPP,

cuyas concentraciones finales, durante la sintesis de las NPs, son de 1,5 mg/mL

y 0,5 mg/mL, respectivamente, con una relacion molar final de CHI:TPP de 3:1.

En estas condiciones se obtuvieron NPs con un tamano de particula 6ptimo y

bajo PDI. Los resultados se presentan en la tabla 3.1 y se destaca la condicion

seeccionada para continuar con los estudios.

Tabla 3.1. Clasificacion visual y tamario de particula con el PDI obtenido. Se

destaca la condicion seleccionada para continuar con los estudios.

CHI
TPP 0,5 mg/mL 1 mg/mL 1,5 mg/mL 4 mg/mL
Tamafio PDI Tamaifio PDI Tamafio PDI Tamaiio PDI
Sol. Opalescentes  Sol. opalescentes  Sol. opalescentes Sol. claras
0,25 mg/mL
242 0,377 326 0,320 417 0,382 No hay NPs
0.5 ma/mL Sol. Opalescentes  Sol. opalescentes  Sol. opalescentes Sol. claras
,5 mg/m
g 328 0,264 317 0,294 255 0,208 No hay NPs
Separac. de fases  Separac. de fases  Sol. opalescentes  Separac. de fases
0,75 mg/mL
Agregados Agregados 573 0,541 Agregados
P— Separac. de fases  Separac. de fases  Separac. de fases  Sol. Opalescentes
mg/m

Agregados

Agregados

Agregados

665 0,285

3.1.3.2 Eficiencia de Encapsulacion

Si bien se trabajo con el complejo HCT/BCD, se menciona la cuantificacion

de la HCT, debido a que el complejo formado es dinamico e inestable (Onnainty
y col., 2013); ademas, la BCD no tiene absorcidn en el espectro UV-Vis.

La curva de calibrado obtenida mantuvo la linealidad en todo el rango
estudiado. El grafico de la curva de calibrado y la ecuacién de la recta obtenida,

como resultado de la regresion lineal, se presenta en la figura 3.7.
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Figura 3.7: Curva de calibrado de HCT en agua, Abs vs [HCT] M.

Se cuantifico la HCT presente en los sobrenadantes luego de la
centrifugacion. La cantidad de HCT acomplejada con BCD, que se encapsulo en
las NPs, se calculd aplicando la ecuacion 3.1. Se concluyé que por cada pellet

obtenido de NPs, habia aproximadamente (0,4 + 0,1) mg de principio activo.

3.1.3.3 Determinacién del Tamano y Potencial Z

Se determind el tamanio y el potencial Z utilizando la técnica de DLS.

La técnica de DLS, también conocida como espectroscopia de correlacidon
de fotones (PCS) o dispersion de la luz cuasi-elastica (QELS), toma la variacidon
de la intensidad de la luz difractada en una escala de tiempo de microsegundos.
Esta variacion resulta de la interferencia de la luz refractada de particulas
individuales bajo la influencia del movimiento Browniano, y es cuantificado por la
recopilacion en funcién de autocorrelacion. Esta funcidn tiene un ajuste
exponencial, o alguna combinacién o modificacién de la misma, con la constante
de desintegracion correspondiente, estando relacionados con el coeficiente de
difusion. Asumiendo que las NPs tienen forma esférica, baja concentracién y se
conoce la viscosidad del medio en el que estan suspendidas, el tamano de

particula se calcula desde ese coeficiente (Grupta RB, 2006).
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El PDI es un parametro obtenido de manera simultanea con el tamafo de la
particula. Este indice refleja la distribucion de tamanos de la poblacién de
nanoparticulas: valores cercanos a 0 indican que la muestra es mono dispersa,
asi como valores mayores a 0,5 indican que la muestra presenta distintas
poblaciones de tamanos (Lancheros y col., 2014).

Si bien el tamano de la particula se considera uno de los parametros mas
importantes, la carga superficial no es un detalle menor. Este factor relevante
determina la interaccion entre particulas y las caracteristicas que tendra la
dispersioén, tales como la estabilidad, la floculacién, la viscosidad, la formacién
de films, etc. Las cargas superficiales no pueden medirse directamente, lo que
si puede determinarse es la carga a una cierta distancia de la particula, llamado
medicion del potencial Z. Este valor de potencial Z es usualmente de gran interés
porque las particulas interactuan segun su valor (Grupta RB, 2006). Para que un
sistema sea estable, ese valor debe ser mayor a 30 mV (en valor absoluto), lo
cual indica que las NPs tienen cargas superficiales lo suficientemente grandes
como para repelerse unas a otras, evitando de esta manera el colapso del
sistema.

El DLS es un equipo muy utilizado ya que tiene grandes ventajas, como la
velocidad de analisis, no requiere calibracion y tiene buena sensibilidad a las
particulas nanométricas.

Las muestras se irradiaron con un haz laser de He-Ne 633 nm, la dispersion
de la luz se recolecté a un angulo de barrido de 165° a temperatura ambiente,
con la cual se realizaron las mediciones de los tamafos.

Una vez optimizado el proceso de sintesis y de centrifugado de las muestras,
el tamano promedio de las NPs obtenidas fue de 220 nm, lo cual indicé que el
procedimiento empleado fue reproducible. La presencia del complejo en las NPs,
modifico el tamafo de las mismas, siendo en este caso aproximadamente de
390 nm, indicando la incorporacion de otros componentes al sistema. El PDI, en
todos los casos, fue menor a 0,25, lo cual indicd que la distribucion de tamano
corresponde a la presencia de una sola poblacion. El potencial Z medido fue
positivo, lo cual fue consistente con la carga neta del CHI y con un valor promedio

de 30 mV. Este dato es muy util ya que supone un sistema estable y que no
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colapsaria espontaneamente. Esto se corrobor6 con los estudios de estabilidad
realizados.

Los resultados obtenidos se informan en la tabla 3.2 y en la figura 3.8 se

muestran las curvas caracteristicas de distribucion de tamafo segun la
intensidad, de cada una de las muestras.

Tabla 3.2: Tamanos, PDI y potencial Z de las NPs.

Tamano PDI Potencial Z
NPs Vacias 223 nm 0,253 49 mV
NPs con Complejo 390 nm 0,191 33 mV
210 = ,,"\‘
180 i,-' \"I \
150

i
120

Normalized Intensity Distribution

TR St S W W 5. 3 2 (W, \ \\
1 10 100
Diameter(nm)

Figura 3.8: Distribucion de tamario. Azul, NP vacias. Negro, NPs/complejo.

3.1.3.4 Estudios de Estabilidad

La estabilidad del sistema fue evaluado teniendo en cuenta la variacion del
tamano y el PDI de las NPs, en un periodo de tiempo determinado. Estos
estudios se llevaron a cabo resuspendiendo los pellets de las NPs cargadas con

el complejo de inclusion HCT/BCD en soluciones tamponadas de diferentes
valores de pH y en agua, como control.
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A nivel macroscopico, ninguna muestra tuvo cambios significativos en su
apariencia, por lo cual, todas las muestras se analizaron por DLS para corroborar
el tamano de las particulas alli presentes.

Las muestras se almacenaron a temperatura ambiente por 20 dias,
simulando condiciones de almacenamiento. En los dias 1, 7, 14 y 20 se midieron
los tamanos y el PDI de las NPs presentes en la suspension.

Se observdé que las muestras almacenadas en agua y en soluciones
tamponadas, con valores de pH de 1,2 y 5,5, no presentaron cambios
significativos en el tamafo ni en el valor del PDI. Mientras que, en las muestras
que se resuspendieron en soluciones tamponadas de valores de pH de 6,8y 7,4
se demostraron cambios significativos en cuanto a su tamano y PDI. A pH 6,8,
se observdé un aumento de tamano con el tiempo; mientras que a pH 7,4 se
formaron agregados inmediatamente y se mantuvieron a lo largo del estudio,
con un tamafo maximo de aproximadamente 4 um. En ambos casos los valores
de PDI fueron muy grandes, debido a la polidispersidad de la muestra. Sin
embargo, en ningun caso se observo la separacion de fases del sistema. Tanto
las NPs vacias, como cargadas con el complejo de inclusiéon, mostraron el
mismo comportamiento.

Los resultados se presentan en la figura 3.9, en donde se compararon los
tamanos de las NPs cargadas, de las diferentes muestras, segun transcurren los
dias en los distintos medios. Cabe destacar que sélo se ha graficado hasta 700
nm para destacar las diferencias en los tamanos (nm) de todas las muestras. A

pH 7,4 los agregados tuvieron un tamano mayor a los 4000 nm.

106



Capitulo 3: Nanoparticulas Poliméricas

700,00

600,00

Tamafio (nm)

500,00

400,00 NP pH 7,4

NP pH 6,8
NP pH 5,5

NP pH 1,2
NP agua

300,00

200,00

100,00

0,00
Dia 1 Dia7 Dia 14 Dia 20

mNPagua mNPpH12 mNPpH55 mNPpH68 mNPpH74

Figura 3.9: Estabilidad de las NPs cargadas en diferentes medjos durante 20

dias.

3.1.3.5 Microscopia Electrénica de Barrido

El fundamento del SEM radica en que los electrones emitidos por un catodo
de tungsteno pasan a través de una columna en la que se ha hecho un alto vacio.
En ella, el haz inicial es concentrado por una serie de lentes electromagnéticas,
es decir, que su diametro va disminuyendo hasta hacerse casi puntual. El haz
electronico puntual se desplaza sobre toda la superficie de la muestra a modo
de un pincel que barre la muestra continuamente. Esta movilidad del haz se
consigue gracias a un sistema de bobinas de barrido situadas en la columna del
instrumento.

En la interaccidn del haz electrénico con la superficie se producen electrones
secundarios que, tras ser captados por un detector, se hacen incidir sobre un
“scintillator”, donde cada electron dara origen a varios fotones. Dichos fotones
son dirigidos hasta un fotomultiplicador a través de una serie de diodos con
diferencias de potencial crecientes y se produce, mediante un efecto en cascada,
una gran cantidad de electrones secundarios. Lo que se consigue es una
amplificacion de la corriente debido a los electrones secundarios originales o,
dicho de otro modo, una amplificacién de la informacién sobre la muestra

suministrada de dichos electrones. Los electrones secundarios, finalmente,

107



previo paso por un video-amplificador, son dirigidos hacia un tubo semejante a
un osciloscopio de rayos catddicos sobre cuya pantalla se produce la imagen.
En resumen, una de las principales caracteristicas de este instrumento es la
existencia de una correspondencia punto a punto establecida entre la muestra a
examinar y la imagen formada. Esta correspondencia se establece al mismo
tiempo, de forma que cubre la muestra en series de tiempo, quedando la imagen
dividida en muchos elementos fotograficos, los cuales son captados por el
sistema instalado en el instrumento e integrados a una sola imagen que informa
sobre la apariencia cubica del material en estudio (Renau-Piqueras y col., 1965).
Se obtuvieron imagenes muy claras de las NPs por SEM, en donde se pudo
observar que las NPs eran de morfologia esférica y con la superficie lisa. Se
evidencio la presencia de NPs de diferentes tamanos, lo cual coincidié con el
valor de PDI obtenido previamente por DLS, lo cual indicaba que las muestras
estaban compuestas por particulas en un rango de tamafnos. Para hacer este
analisis, se utilizaron las imagenes de aquellas NPs mas grandes ya que las
pequenas forman aglomerados, debido a la técnica utilizada para la preparacion
de la muestra. En la figura 3.10, se presentan algunas de las imagenes

obtenidas, en donde se puede apreciar lo anteriormente descrito.

.

WD mag HV mode spot det pressute |  ~——2um WD mag . HY |mode spot| det pressure ——5pm——
13.5mm|20000x/20.00kV SE 25 ETD|1.94e-d mbar| 13.5 mm| 10 000 x|20.00kV| SE | 2.5 |ETD 1.94e-4 mbar
Figura 3.10: Fofografias SEM de NPs vacias. a) Escala 2 um, 30000x.
b) Escala 5 um, 10000x.
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Por su parte, la microscopia electronica de barrido, acoplada con
espectroscopia de rayos X de energia dispersa (SEM/EDX), es una técnica muy
poderosa, aplicada a microimagenes de una gran variedad de superficies. Esta
técnica se puede usar para explorar la estructura y la textura de la superficie,
para obtener un mapa detallado de la distribucién de elementos de materiales

multifase o complejos (Azizi, 2015).

El objetivo de este estudio fue identificar, en la superficie de las NPs, la
presencia de atomos caracteristicos del principio activo.

Por medio de esta técnica, se evidencio la presencia de atomos de azufre
(S) en la superficie de las NPs lo cual fue debido, pura y exclusivamente, a la
presencia de HCT en el sistema. Como blanco, se realizé este mismo analisis a
un lote de NPs vacias y se observo la ausencia de dicho elemento. Por lo tanto,
se pudo confirmar que las NPs contenian HCT.

En la figura 3.11 se presenta el grafico obtenido del software del equipo de

SEM, en donde se pudo observar la presencia de azufre en la muestra analizada.
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Figura 3.11. Grafico de EDX acoplado a SEM para la deferminacion de los

elementos presentes en NPs cargadas con el complejo HCT/3CD.
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3.1.3.6 Estudios de Liberacioén /n vifro

Los estudios de liberacion /n vifro, se realizaron con muestras de HCT,
HCT/BCD y un pellet de NPs cargadas con el complejo, empleando la técnica de
dialisis en tubos con una membrana de celulosa. Estos ensayos demostraron
que la HCT, ya sea sola o acomplejada con BCD, pudo atravesar la membrana
del compartimento donor, ya que se cuantific6 farmaco en el compartimento
receptor. Se observo que a las 24 h se liberd el 100% de la HCT, que estaba en
solucion y, un 85% de la HCT que se encontraba acomplejada con BCD. En los
perfiles de liberacion que se presentan en la figura 3.12, solo estan graficados
los datos obtenidos durante las primeras 8 h.

En los ensayos realizados con muestras de NPs cargadas con el complejo,
no se pudo cuantificar la HCT en el compartimento receptor, lo cual indicoé que la
HCT no se liberd del sistema nanoparticulado durante el tiempo que se realizo el

estudio.
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Figura 3.12: Perfil de liberacion en PBS pH 7,4.
%Fco liberado vs tiempo (h).
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3.1.4 Discusion

Se sintetizaron NPs poliméricas combinando CHI y TPP, utilizando la técnica
de la gelacién idnica. Estas NPs se cargaron con el complejo de inclusiéon
HCT/BCD, de manera eficiente. La cantidad de HCT en su forma de complejo
encapsulado en cada pellet, fue de 0,4 mg. Las NPs cargadas evidenciaron un
aumento en el tamano con respecto a las NPs vacias, encontrandose tamarnos
de 390 nm y 223 nm, respectivamente. La presencia del principio activo en el
sistema nanoparticulado se demostro utilizando la técnica de SEM acoplado a
EDX. La morfologia de las NPs obtenidas se analizé utilizando la técnica de
SEM.

Los estudios de estabilidad demostraron que el sistema fue estable en
soluciones tamponadas de pH menor a 6 y en agua; ya que en estas condiciones
no se observaron cambios en el tamano ni en el PDI. Por el contrario, a valores
de pH mayores de 6 el sistema tuvo un comportamiento inestable, si bien no se
observo una separacion de fases debido a una floculacion espontanea, por DLS
se evidencio la presencia de grandes agregados.

Sin embargo, esta inestabilidad no influy6 en la liberacion del farmaco. Los
resultados de los estudios de liberacion /n vitro, utilizando la técnica de dialisis
en tubos de membrana de celulosa, indicaron que no hubo liberacién de la HCT
desde las NPs. Se postula que la liberacion del farmaco desde el sistema
nanoparticulado depende de la erosion de las NPs producida por enzimas
presentes en el intestino.

Para tener como referencia si el farmaco podia atravesar la membrana que
se estaba utilizando en estos ensayos /n vitro, se realizaron estos estudios de
liberacion, en las mismas condiciones experimentales, con HCT y con el
complejo HCT/BCD. Estos ensayos demostraron que el farmaco libre es capaz
de atravesar completamente la membrana (100%) y que la cinética de liberacion
del principio activo desde el complejo de inclusidn es rapida, ya que se cuantifico
mas del 85% de HCT en el medio receptor.
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3.1.5 Conclusiones Parciales

Se obtuvieron NPs poliméricas de CHI y TPP utilizando la técnica de gelacion
ionica. Experimentalmente se determiné que las condiciones optimas para la
obtenciéon de NPs, fue una relacién molar CHI/TPP de 3:1; obteniendo asi NPs
con un tamafno adecuado para la encapsulacion del complejo HCT/BCD, con un
bajo PDI y con un alto valor de potencial Z positivo.

Los estudios de estabilidad de las NPs, se realizaron a temperatura
ambiente, por 20 dias. Estas demostraron ser estables en soluciones
tamponadas de pH menor a 6 y en agua, e inestables en soluciones reguladoras
de valores de pH mayores a 6, observandose en esos casos, la formacion de
agregados, pero no la floculacion espontanea del sistema.

El analisis de las imagenes obtenidas por SEM indicaron que las NPs
obtenidas son esféricas y de superficie lisa. También se evidencio la presencia
de diferentes tamanos de particulas, como se esperaba debido a que el PDI fue
aproximadamente 0,25. Los resultados EDX demostraron la presencia de azufre
debido a la HCT en las muestras de NPs cargadas.

Los ensayos de liberacion /n vifro, que se realizaron empleando soluciones
tamponadas de diferentes valores de pH, demostraron que el principio activo no
se libera del sistema nanoparticulado.

En conclusion, las NPs poliméricas sintetizadas fueron ampliamente
caracterizadas fisicoquimicamente, permitiendo continuar con estudios

biofarmacéuticos del sistema.
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PARTE Il: ESTUDIOS BIOFARMACEUTICOS

3.2.1 Instrumental

Las muestras se pesaron en una balanza analitica Voyager Ohaus modelo
Explorer EO1140 y se solubilizaron con la ayuda de un ultrasonicador Elma S 40
Elmasonic.

El pH se determind utilizando un pH-metro Hanna instrument HI 255
combined meter.

Las cuantificaciones del farmaco se llevaron a cabo utilizando un
espectrofotometro Agilent Technologies Cary 60 UV-Vis, empleando celdas de
cuarzo de 1cm de paso 6ptico Héllma Analytics; y un equipo de cromatografia
liquida de alta resolucién, JASCO.

El procedimiento de extraccidon en fase sélida se realizé utilizando cartuchos
de extraccion Strata-X 30 mg, Phenomenex® y celda de vacio Phenomenex®.
Las muestras se concentraron utilizando un concentrador Techne Sample
Concentrator, Dri-Block® DB-3A.

En el centro de Microscopia de la UNC se realizaron los estudios histolégicos
utilizando un Microscopio Optico Zeiss Axiostar Plus, equipado con una camara
digital Axiocam ERc 5s, y los estudios de ultra esctructura se llevaron a cabo con
un microscopio electronico Zeiss LEO 906E. Los cortes semifinos y finos de las
muestras, se realizaron con un ultramicrétomo JEOL JUM-7 con cuchilla de

diamante.
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3.2.2 Meétodos

3.2.21 Estudios de Mucoadhesion

Para evaluar las propiedades mucoadhesivas del sistema nanoparticulado
obtenido, se emplearon dos técnicas, ambas consistieron en poner en contacto
las NPs cargadas con el complejo HCT/BCD, con una solucién de mucina

gastrica porcina. Las técnicas se describen a continuacion.

3.2.2.1.1 Determinacién por Potencial Z

Este estudio de mucoadhesion es un método /n vifro conocido como la
técnica de la mucina (Sriamornsak y col., 2010), para lo cual se utiliza mucina
gastrica porcina (MUC).

Esta técnica consisti6 en preparar una suspension de MUC, de
concentracion 0,4 mg/mL, en una solucién tamponada de fosfatos de pH 7,4. Se
colocaron 2 mL de la suspension de MUC junto a 2 mL de una suspension de
NPs cargadas con el complejo HCT/BCD, preparada en la misma solucion
tamponada. Las muestras se mantuvieron con agitacion magnética constante
durante 24 h y a temperatura ambiente, para alcanzar el equilibrio entre ambos
sistemas.

La mucoadhesion del sistema, se determiné midiendo el potencial Z de las
NPs resuspendidas en la solucion tamponada y del sistema MUC:NPs
estabilizado.

El valor diferente de potencial Z de la superficie de las NPs, es un indicador
de que ocurre una interaccion electrostatica entre las cargas positivas de las NPs

y las cargas negativas de la mucina.

3.2.2.1.2 Determinacion por SEM

Este estudio de mucoadhesion se basd en detectar cambios en la estructura

de la mucina a nivel microscopico, cuando ésta es puesta en contacto con un
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sistema mucoadhesivo, como son las NPs de CHI. Para llevar a cabo este
estudio, se tom6 1 mL de una suspension de mucina de concentracion 1 mg/mL
en una solucion tamponada de fosfatos de pH 7,4 y se la puso en contacto con
un pelletde NPs cargadas con el complejo HCT/BCD, resuspendido previamente
en 3 mL de la misma soluciéon tamponada. Se dejé equilibrar esta mezcla
(MUC:NPs) por 24 h, con agitacion magnética constante y a temperatura
ambiente.

Se analizaron muestras de la suspension de MUC, utilizada como control y
de la suspension MUC:NPs. Las muestras se acondicionaron para analizarlas
por SEM, como se describié previamente en la seccion 3.1.2.5. Cambios
estructurales en la microestructura de la MUC es indicio de que existen

interacciones entre ambos componentes.

3.2.2.2 Estudios de Permeabilidad Intestinal /n vitro

Para determinar el comportamiento biofarmacéutico de las NPs cargadas
con el complejo HCT/BCD, se realizaron estudios de permeabilidad /n vitro,
utilizando la técnica ex vivo, de saco intestinal evertido de ratas. Dichos
experimentos se llevaron a cabo en colaboracion con el grupo de investigacion
del Dr. Mario Alfredo Quevedo, investigador de UNITEFA-CONICET, en el
departamento de Farmacia, de la Facultad de Ciencias Quimicas, UNC.

Los estudios se llevaron a cabo con ratas Wistar machos de 3 meses de
edad (500 - 600 g). Los animales se anestesiaron mediante la administraciéon
intraperitoneal de una solucién de uretano (1000 mg/Kg). Posteriormente, se les
realizé una incision de 2 cm en la linea de la cavidad abdominal, aislando un
segmento de intestino de 10 cm del yeyuno proximal. Luego de la obtencion del
tejido, los animales se sacrificaron a través de la administracion de dioxido de
carbono, en una camara previamente saturada con este gas. Cabe destacar que
estos procedimientos fueron revisados y aprobados por el Comité de Etica de la
Facultad de Ciencias Quimicas, UNC. (Res. N° 138/07), para el uso de animales

en protocolos experimentales.
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El segmento de intestino extraido se colocé en medio de cultivo TC199
previamente disuelto en bicarbonato de sodio, con un pH final de 7,4 y burbujeo
de gas carbogeno, para mantener el tejido vivo.

El intestino se invirtio y se lavo exhaustivamente con medio de cultivo TC199
a 37 °C, ya que el mismo debe estar limpio para poder utilizarse en el ensayo. El
segmento de intestino evertido se sumergio en 45 mL de medio de cultivo TC199
(solucion mucosal), con burbujeo de gas carbdgeno y termostatizado a 37 °C. La
muestra a permear se coloco en la solucion mucosal y la fraccion permeada que
se tomo fue de 2 mL desde el interior del saco intestinal (solucion serosal), con
reposicion de medio fresco (Quevedo y col., 2009). El esquema del dispositivo

de trabajo se muestra en la figura 3.13.
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Figura 3.13: Dispositivo de trabajo utilizado en los estudios de permeabilidad.

3.2.2.3 Estudios de Viabilidad Intestinal

Los ensayos de viabilidad se realizaron en simultaneo a los estudios de
permeabilidad, es decir, se tomaron 20 pL de cada una de las muestras de 2 ml

extraidas de la solucién serosal, cada 10 min durante 120 min.
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Se cuantificé la glucosa presente en las muestras de 20 pL, utilizando un kit
comercial (Wiener lab) para este fin. El protocolo de trabajo empleado consistio
en incubar a 37 °C por 10 min, los 20 pL de la muestra con 2 mL de solucién de
trabajo, la cual estaba compuesta por el 50% de agua destilada, el 5% de 4-
aminofenazona 25 mM en buffer TRIS (0,92 M), el 5% de una solucién de fenol
55 mM vy el 0,3% de glucosa oxidasa 1000 U/mL y peroxidasa 120 U/mL. La
absorbancia correspondiente de Ila muestra se midié utilizando un
espectrofotometro UV-Vis, a una longitud de onda de 505 nm (Quevedo y col.,
2011).

3.2.24 Técnica Bioanalitica

La cuantificacion de HCT se realiz6 utilizando una columna C18 Restek de
15 cm x 4,5 mm x 5 ym, con precolumna C18 Phenomenex y aplicando las
condiciones cromatograficas que se describen a continuacion. La fase movil
utilizada fue H20 acidificada con acido acético, pH 3,6: metanol (MeOH) 80:20,
durante los primeros 5 min, luego se aplicé un gradiente por 4 min hasta llegar a
una composicion final 50:50, manteniéndose constante por 2 min. El flujo fue de
1 mL/min, el volumen de inyeccion de 15 pL y la columna se mantuvo
termostatizada a 35 °C. Se utilizO como estandar interno cafeina, en una
concentracion constante de 1,9x10-5 M.

Las muestras biolégicas se acondicionaron utilizando un procedimiento de
extraccion en fase solida para ser cuantificadas por HPLC y se concentraron a
sequedad. Posteriormente, las muestras, se resuspendieron en 200 pL de una

solucién de MeOH:H20 50:50 para su cuantificacion por HPLC.

3.2.2.4.1 Extraccion en Fase Solida

La preparacion de las muestras analiticas, para ser determinadas por HPLC,

requirié de la extraccion en fase solida (EFS) de la HCT.
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Este procedimiento de extraccion involucré un paso previo de hidratacion,
con MeOH y de activacion de los cartuchos, con una solucion tamponada de
fosfatos 100 mM pH 2, antes de comenzar a utilizarlos. Luego, se colocaron las
muestras tomadas de la solucion serosal en los cartuchos. Se utilizé una solucion
de H20:MeOH 90:10 como solvente de lavado. Los cartuchos se secaron
realizando vacio y luego, la HCT se eluyd con acetonitrilo (ACN), siendo
posteriormente evaporada a sequedad con nitrégeno (N2) (Gualdesiy col., 2012).

El procedimiento se esquematiza en la figura 3.14.
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Figura 3.14. Esquema de extraccion en fase solida.

Se evalud la recuperaciéon, tanto del analito como del estandar interno

(cafeina), antes de su aplicacion en los ensayos bioanaliticos.

3.2.2.4.2 Validacion de la Técnica Cromatografica

La validacién de la técnica se realizé utilizando las normas ICH (ICH, 2005)
y la guia para la industria de la FDA (FDA, 2001).

Se realizaron las curvas de calibrado, en medio de cultivo TC199, por
triplicado. Se trabajé en un rango de concentraciones de HCT de 1,7x10® a
3,4x10-¢ M, manteniendo constante la concentracion del estandar interno en
1,9x10-5 M. Las muestras se acondicionaron utilizando el método de EFS,
anteriormente descrito. En estas condiciones se evaluaron selectividad,

linealidad, sensibilidad, precisién y exactitud.
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3.2.2.4.3 Estudios de Estabilidad

Se realizé un estudio de estabilidad en medio de cultivo TC199 (pH 7,4)
reproduciendo las condiciones en las cuales se llevaron a cabo los estudios de
permeabilidad. El ensayo se llevo a cabo resuspendiendo un pellet de NPs
cargadas con el complejo HCT/BCD en 10 mL de medio de cultivo TC199 y se la
coloco en un baino termostatizado a 37 °C, durante 2 h.

Transcurrido el tiempo previsto, se tomaron muestras de las soluciones para

corroborar por DLS, el tamano y el PDI, de las NPs alli presentes.

3.2.2.5 Analisis de los Datos

Se obtuvieron los perfiles de permeabilidad de la HCT, desde las diferentes
muestras, graficando los ug de farmaco permeado en funcién del tiempo (min).
De la porcién lineal de los perfiles de permeabilidad obtenidos, se realizo el
analisis de regresion lineal; del cual, de la pendiente, se obtuvo el valor del flujo
(F, pg/min). El coeficiente de permeabilidad aparente (Papp, cm/min) se calculd

aplicando las ecuaciones 3.2 y 3.3.

—F . 7
Popp = SuDexp - Ci Ecuacion 3.2
SUPerp = 2mrh Ecuacion 3.3

En donde, Supexp €s la superficie del intestino disponible para la permeacion,
C, es la concentracidn inicial del farmaco en la solucion mucosal, res el radio
promedio del segmento intestinal (0,4 cm) y A es el largo del segmento intestinal

disponible para la permeacién (10 cm) (Quevedo y col., 2009).

3.2.26 Analisis Estadistico de los Datos

Los datos se analizaron estadisticamente realizando analisis de varianzas

de un factor (ANOVA). EI ANOVA sirve para comparar varios grupos en una
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variable cuantitativa. Se trata por lo tanto, de una generalizacion de una prueba
t para dos muestras independientes al caso de disefios con mas de dos
muestras. La hipotesis que se pone a prueba en el ANOVA es que las medias
poblacionales son iguales. La estrategia para poner a prueba la hipotesis de
igualdad de medias, consiste en obtener un estadistico, llamado 7 que refleja el
grado de parecido existente entre las medias que se estan comparando. El valor
de la distribucion f~rzco €s conocido y esta tabulado; si este estadistico de
contraste supera cierto valor critico, diremos que las diferencias son

estadisticamente significativas.

3.2.2.7 Estudios de Toxicidad Intestinal

Una vez finalizados los ensayo de permeabilidad, realizados con 750 pg de
HCT y con pellets de NPs cargadas con HCT/BCD con una cantidad equivalente
de HCT a (0,4 £ 0,1) mg; se corté un pequefio segmento del intestino utilizado
durante el experimento y se abri6 longitudinalmente por el borde mesentérico.
Los pedacitos de intestino se fijaron en una soluciéon Karnovsky, compuesta por
formaldehido al 4% y glutaraldehido a 1,5%, en solucion tamponada de
cacodilato 0,1 M de pH 7,4 durante un periodo minimo de 2 h, a temperatura
ambiente. A continuacion, las muestras se lavaron tres veces con solucion
tamponada de cacodilato y tratadas con tetréxido de osmio al 1% en la misma
solucion tamponada, a temperatura ambiente durante 1 — 2 h. El material fijado
se lavo tres veces con una solucién tamponada de acetato de pH 5,4; luego se
le realizdé una coloracién en bloque con acetato de uranilo al 1% en la misma
solucion tamponada, por 20 min. Posteriormente, el material fue deshidratado
con soluciones acuosas de acetona de graduaciones crecientes (50, 70 y 90%),
durante 5 min en cada una de ellas, y el proceso se complet6 realizando tres
pasajes, de 15 min cada uno, en acetona al 100%. La inclusién del tejido se
realizé en una mezcla de resinas epoxicas compuestas de Araldita 506® (48,5%),
anhidrido dodecenilsuccinico (DDSA) (48,5%), dibutilftalato (DBP) (0,5%),
acelerador dimetilaminobenceno (BDMA) (2,5%). El procedimiento de inclusion
se llevo a cabo infiltrando la muestra en una mezcla de partes iguales del medio

de inclusion y acetona al 100% durante al menos 3 h, luego se realizé la pre-
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inclusién en una mezcla completa de Araldita 506® a temperatura ambiente
durante 6 — 8 h; finalmente, se realizé la inclusién final en Araldita 506® a 60 °C,
durante 24 h.

Para el microscopio 6ptico, se cortaron secciones de 150 — 200 nm de
espesor, con un ultramicrétomo de cuchilla de diamante, de manera seriada y se
tineron con una solucién de azul de toluidina y bdérax al 1%. Los estudios
ultraestructurales se llevaron a cabo con un microscopio electronico, para lo cual
las muestras se cortaron en secciones finas de 90 — 120 nm, también con un
ultramicrétomo de cuchilla de diamante, teiidas con acetato de uranilo y citrato
de plomo.

Cabe destacar, que los estudios de toxicidad intestinal se realizaron en
colaboracion con la Dra. Alicia Torres y el Dr. Juan P. Pettiti, INICSA-CONICET,

Centro de Microscopia Electrénica, UNC.

3.2.3 Resultados

3.2.3.1 Estudios de mucoadhesion

El mucus es una barrera viscosa, elastica y pegajosa que recubre todos los
tejidos mucosos, protegiendo los epitelios del cuerpo humano, tales como los del
TGl, la vagina, los pulmones, los ojos, entre otros. Su funcidn es atrapar y
remover rapidamente excipientes y sustancias extrafias al cuerpo humano
(Griel3inger y col., 2015).

El mucus esta compuesto mayoritariamente por agua (95%), lipidos, sales
inorganicas y glicoproteinas llamadas mucina. La mucina consiste en grandes
monomeros macromoleculares, con una proteina de cadena principal, con uno
o mas dominios altamente glicosilados, ricos en residuos de serina y treonina,
los cuales sirven como puntos de anclaje para las cadenas laterales de los
oligosacaridos. Las cadenas de los oligosacaridos tienen residuos de azucar
tales como galactosa, fructuosa, N-acetilglucosamina, N-acetilgalactosamina y
acido sialico. A pH > 3, ambos, los acidos sialicos y los carbohidratos sulfatados,
estan totalmente ionizados y esto le confiere a las moléculas de mucina una

carga neta negativa. La mucina es la responsable de las propiedades
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viscoelasticas del mucus. Debido a su relevancia para la mucoadhesion y
adsorcion, la mucina se ha estudiado en una gran variedad de superficies y
aplicando diferentes técnicas. Comercialmente, se consigue la mucina gastrica
porcina, la cual ha sido utilizada ampliamente en investigacion (Oh y col., 2015).
La mucina gastrica porcina se eligi6 como modelo para estos estudios de

estructura y propiedades funcionales; se la denomina generalmente MUC.

3.2.3.1.1 Determinacién por potencial Z

Las propiedades superficiales de los polimeros mucoadhesivos y de la
mucina, que forma parte del mucus, pueden estudiarse en base a una teoria
eléctrica. La suposicion de esta teoria es que ambas superficies, la de la mucina
y la de los polimeros, tienen diferentes cargas eléctricas. Cuando los polimeros
entran en contacto con la superficie mucosal ocurre una transferencia de
electrones, provocando la formacién de una doble capa eléctrica en la interface
polimero - mucina. Se cree que la fuerza mucoadhesiva se debe a las fuerzas
de atraccion de la doble capa eléctrica de dicha interface. EI método mas
utilizado para estudiar la carga superficial de los polimeros es la determinacion
del potencial Z (Sriamornsak y col., 2010).

Se observé que el valor de potencial Z de las NPs cargadas fue cercano a
+40 mV y el de la MUC sola fue de -22 mV. Al poner en contacto las
suspensiones de estos dos compuestos, se observo que el valor de potencial Z
de las NPs cargadas, disminuy6 considerablemente a +18 mV.

Esta reduccion en el valor del potencial Z se atribuy6 a las interacciones del
tipo electrostaticas que tienen lugar entre las cargas negativas de los residuos
de acido sialico presentes en la mucina y las cargas positivas de los grupos

aminos del CHI. Dichos resultados se representan en el grafico de la figura 3.15.
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Figura 3.15: Valores de Potencial Z de. azul, MUC, rojo, NPS cargadas y,

verde, NPs cargadas en contacto con MUC.

3.2.3.1.2 Determinacién por SEM

Se utilizé la técnica SEM para demostrar las propiedades mucoadhesivas de
las NPs de CHI. Este método se basoé en detectar cambios en la estructura de la
mucina luego de la adicion de un sistema mucoadhesivo, como son estas NPs.

Aunque el 95% del mucus es agua, la preparacion biolégica de las muestras
para SEM considera la fijacidn, la deshidratacion y el secado, de las mismas.
Tales procedimientos modifican la estructura filamentosa y delicada de las
matrices de la glicoproteina, debido a que se encuentran extremadamente
hidratadas (Familiari y col., 2007). Por lo tanto, en orden de permitir la
observacion de la microarquitectura real de las matrices de mucina y preservar
la matriz filamentosa del estrés mecanico inducido por la deshidratacion y la
fijacion, minimizando el empaquetamiento y la contraccién, es que en este
estudio no se uso el procedimiento de fijacion y de deshidratacion, para preparar
las muestras de SEM. Asi, las muestras hidratadas y sin fijar, presentaron la
estructura del mucus de una manera mas cercana a la situacion /n vivo.

En la figura 3.16, se muestran imagenes de SEM del gel de MUC, en una
solucién tamponada de fosfato de pH 7,4. En ella se pudo apreciar la estructura
hinchada de las glicoproteinas de mucina; la cual, en su estado hidratado, tiene

las fibras expandidas en forma continua.
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Figura 3.16: SEM mucina. a) Escala 10 um, 1140x. b) Escala Tum, 11430x.

En las imagenes de SEM correspondientes a las muestras de MUC:NPs, se
pudo detectar un cambio muy evidente en la microarquitectura de la MUC. Se
observo una reorganizacién de las fibras de MUC, con la aparicion de numerosos
poros y la formacién de filamentos compactos en la estructura de la misma;
probablemente debido a la deshidratacion del gel de MUC (Znamenskaya y col.,
2012), inducido por el CHI, ya que se encontraron NPs muy pequefas, adheridas
a los filamentos de mucina. Estos cambios evidenciaron la existencia de
interacciones entre los componentes de la muestra.

En la figura 3.17 se presentan las imagenes de mayor a menor escala, desde
30 um a 200 nm, en donde se pueden observar claramente los cambios

mencionados.
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Figura 3.17: SEM de mucina con NPs. a) Escala 30 um, 229x. b) Escala 20
um, 229x. c) Escala 10 um, 1140x. d) Escala 2 um, 2290x. e) Escala 1 um,
17430x. f) Escala 200 nm, 381710x.
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3.2.3.2 Estudios de Viabilidad Intestinal

Para evaluar la integridad del tejido intestinal durante los estudios de
permeabilidad realizados, se llevaron a cabo estudios de viabilidad. Estos
estudios consistieron en medir la capacidad que tienen los segmentos
intestinales para concentrar glucosa activamente en la solucion serosal (Lifschitz
y col., 2009).

Se cuantifico la cantidad de glucosa presente en la solucidon serosal,
siguiendo el protocolo de trabajo propuesto.

Los resultados demostraron que, los segmentos intestinales utilizados
durante los ensayos de permeabilidad llevados a cabo con las NPs cargadas con
el complejo HCT/BCD, fueron capaces de concentrar glucosa en la solucion
serosal, durante los 120 min que durd el estudio, por lo que los tejidos se
mantuvieron viables y conservaron su integridad.

Mientras que, los ensayos realizados con la HCT sola, presentaron
resultados diferentes. Se observo una disminucion en la capacidad del tejido
intestinal de concentrar glucosa en la solucion serosal. Si bien no perdié su
integridad macroscopica, estos resultados sugieren que existe algun dafo en la
superficie intestinal.

En el grafico de la figura 3.18, se presentan los resultados de los estudios de

viabilidad de los tejidos intestinales utilizados.
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Figura 3.18: Viabilidad intestinal, [glucosa] mg/mL vs tiempo (min).
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3.2.3.3 Técnica Bioanalitica

3.2.3.3.1 Extraccion en Fase Solida

El procedimiento de extraccidén en fase sélida utilizado, demostré ser
eficiente ya que permitié aislar la HCT de la matriz bioldgica, por medio de un
procedimiento sencillo. Ademas, permitié la concentracion de la muestra, lo cual
mejoro las condiciones para la cuantificacion del principio activo por HPLC.

Se evalud la recuperacion, tanto de la HCT como del estandar interno
utilizado, la cafeina.

La recuperacion de un analito en un ensayo, es la respuesta obtenida por el
detector a partir de una cantidad de analito anadido y extraido de la matriz
bioldgica, en comparacion con la respuesta obtenida por el detector para la
concentracion real del analito puro. Se refiere a la eficiencia de recuperacion de
la extraccion de un método analitico dentro de los limites de variabilidad. La
recuperacion de la extraccion no necesita ser del 100%, pero el grado de
recuperacion de un analito y del estandar interno debe ser consistente, preciso
y reproducible. Los experimentos de recuperacion deben llevarse a cabo
mediante la comparacidn de los resultados analiticos de las muestras extraidas
a tres niveles de concentracion (baja, media y alta) con las muestras sin extraer
que representan una recuperacion del 100% (FDA, 2001).

Con el fin de evaluar la recuperacién, se trabajo con tres concentraciones de
las utilizadas para la curva de calibrado, baja (3,36x10-¢ M), media (3,36x10-7 M)
y alta (3,36x106 M), manteniendo constante la concentracién del estandar
interno (1,9x10-5> M). Cada una de ellas se inyecto por triplicado y con los valores
obtenidos se realizd el analisis estadistico. Los porcentajes calculados de
recuperacion, en todos los casos, estuvieron entre el 90 y 100 % del valor
esperado, siendo estos resultados reproducibles. En la tabla 3.3 se presentan
los porcentajes de la recuperacion, con la desviacion estandar (DS)

correspondiente.
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Tabla 3.3 Porcentajes de la recuperacion.

Muestra Concentracion (M) % Recuperacion (£DS)
3,36x10-8 91+9
HCT 3,36x107 98 +4
3,36x106 95+ 2
STD 1,9x10-5 93 £ 1

3.2.3.3.2 Validacién de la Técnica Cromatografica

La validacién del procedimiento analitico involucra documentar que las
caracteristicas del método son adecuadas y confiables para la aplicacion
analitica a la cual sera destinado. La aceptacion de los datos analiticos se
corresponde directamente con los criterios utilizados para validar el método
(FDA, 2001; Ich, 2005):

X La selectividad es la capacidad de evaluar de manera inequivoca el analito
en presencia de otros componentes, como por ejemplo impurezas, metabolitos,

matriz, etc.

X La linealidad de un método analitico es su capacidad de producir
resultados directamente proporcionales a la concentracion de analito dentro de
un intervalo determinado. La linealidad debe establecerse a lo largo del intervalo
del procedimiento analitico por medio de un método estadistico apropiado (por
ejemplo, calculo de regresion por cuadrados minimos). Los datos obtenidos a
partir de la mejor recta, pueden ser utiles para estimar matematicamente el grado
de linealidad. Deben informarse el coeficiente de correlacion, la pendiente y el
intercepto de la recta de regresion (Quattrocchi y col., 1992):

» EIl coeficiente de correlacion, 72, se determina para evaluar el ajuste al
modelo lineal propuesto.

* La pendiente, a, es un parametro indicativo de la sensibilidad del método

o bien, sirve para evaluar la correlacion de diferentes métodos.
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« El intercepto, b, se calcula para evaluar la proporcionalidad de la funcion
analitica, es decir, que la recta pase por el origen y que cualquier desviacion

pueda adjudicarse a un error aleatorio.

X La sensibilidad del método se describe teniendo en cuenta los parametros
de Limite de deteccion (LD) y Limite de cuantificacién (LC).

» EI LDde un procedimiento analitico individual, es la cantidad mas baja de
analito en una muestra que se puede detectar, pero no necesariamente
cuantificar como un valor exacto.

* El LCde un procedimiento analitico individual, es la cantidad mas baja de
analito en una muestra que se puede determinar cuantitativamente con precision
y exactitud adecuadas.

Ambos parametros pueden determinarse por el analisis de muestras con
concentraciones conocidas del analito y estableciendo el minimo nivel al cual
dicho analito puede ser detectado o cuantificado en forma confiable, segun

corresponda.

X La precision de un procedimiento analitico expresa el grado de
concordancia (grado de dispersion) entre una serie de mediciones obtenidas a
partir de un muestreo multiple de la misma muestra homogénea en las
condiciones descritas. La precision puede considerarse en tres niveles:
repetibilidad, precision intermedia y reproducibilidad.

* La repetibilidad expresa la precision en las mismas condiciones de
funcionamiento durante un corto intervalo de tiempo. También se denomina
precision intra-dia.

» La precision intermedia expresa variaciones intra-laboratorio: diferentes
dias, diferentes analistas, diferentes equipos, etc.

» La reproducibilidad expresa la precision entre laboratorios (estudios en

colaboracion), por lo general se aplica a la estandarizacién de la metodologia.

X La exactitud es también conocida como error sistematico o tendencia, y
corresponde a la diferencia entre el valor medido y el valor verdadero obtenido,

a partir de la concentracién de la muestra y la curva de calibrado, para tres
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niveles de concentraciones (baja, media y alta). Se calcula como se senala en la
ecuacion 3.4.
Area observada

Exactitud = ——  x 100 Ecuacion 3.4

Area esperada

Para evaluar la selectividad del método cromatografico propuesto, se
realizaron diferentes corridas, con muestras del medio de cultivo TC199 y de
HCT con estandar interno en medio de cultivo TC199, para luego comparar los
cromatogramas obtenidos. Las muestras se acondicionaron utilizando el

procedimiento de EFS, anteriormente descrito.

El cromatograma obtenido demostré que el método propuesto fue selectivo
ya que no se observaron interferencias entre los analitos y la matriz bioldgica. En
la figura 3.19, se muestra en rosa, la matriz biolégica sola y, en azul, la matriz
con los analitos, observandose claramente la resolucion de los picos de cada
compuesto analizado. El tiempo de retencién para la HCT fue de 2,8 min y para
el estandar interno fue de 6,3 min; a los 8 min comenz6 a eluir la matriz bioldgica.
El gradiente de solventes modifico la linea de base, pero en este caso no es
significativo, ya que no se cuantifica ningun analito en esa etapa de la corrida.

Los resultados se presentan en la tabla 3.4.

- — CC 12.06.15 TC199_8 - CH2
Estdndar —¢ 12.06.15 TC199_ MA - CH2

Interno

Matriz
Bioldgica

6,0

0 5,0
Retention Time [min]

Estandar
Interno

A

. 6,0
Retention Time [min]

Figura 3.19: Cromatograma obtenido por HPLC.
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Tabla 3.4. Tiempos de refencion.

Muestra Tiempo de Retencién (min)
HCT 2,8
Estandar interno 6,3
Matriz biolégica 8

Las curvas de calibrado se llevaron a cabo en el rango de concentraciones
propuesto, por triplicado y aplicando el procedimiento de EFS. Para evaluar la
linealidad de estas curvas se realizo un analisis estadistico de regresion lineal
de los datos obtenidos, area analito/area del estandar interno en funcion de la
[Analito] M/[estandar interno] M.

En el grafico de la figura 3.20 se presenta la curva de calibrado con la
ecuacion de ajuste, y= (1,79+0,02)x + (0,0004+0,0001), r2= 0,9992. Estos

resultados indicaron que se cumple la linealidad en todo el rango de trabajo.
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Figura 3.20.: Curva de calibrado de HCT en medio de cultivo TC199,

drea HCT/area estandar interno vs [HCT] M/[estandar interno] M.
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La sensibilidad del método se describe en términos de limite de deteccion y
limite de cuantificacion, para lo cual se analizaron muestras de diferentes
concentraciones, cada vez menores. Se encontré que la minima cantidad
detectable y cuantificable de principio activo correspondié a una concentracion
de HCT de 1,78x10-8 M.

Con el fin de evaluar la precisiébn y la exactitud, se trabajo con tres
concentraciones de la curva de calibrado, baja (3,36x108 M), media (3,36x10-7
M) y alta (3,36x10-¢ M). Cada una de ellas se inyecté por triplicado y con esos
valores se realizé el analisis estadistico. Primero se calculd el promedio de los
valores y su correspondiente DS; y con estos datos se calcul6 el coeficiente de

variacion (CV), utilizando la ecuacion 3.5.

DS
Promedio

CV = X 100 Ecuacion 3.5

ElI CV calculado, para la precision inter e intra dia, fue menor al 10%. Si bien,
el criterio de aceptacion suele ser CV< 2%; cuando se trabaja con fluidos
bioldgicos, se considera la complejidad de la matriz, resultando apropiado un CV
de entre el 5 - 10% (Quattrocchi y col., 1992). Por otra parte, los CV para la
determinacion de la exactitud estuvieron entre el 90 y 110 % del valor esperado.
Por lo tanto, los CV calculados cumplen con los criterios de aceptacion. Los

resultados se presentan en la tabla 3.5.

Tabla 3.5: Resultados de /a validacion.

% Precision (£DS)

[HCT]M % Exactitud (+DS)

Intra dia Inter dia
3,36x10-8 88+9 7,88+0,02 5,59+0,02
3,36x10-7 108 £ 5 0,55+0,02 1,98 +0,06
3,36x106 103 + 2 0,99+0,31 1,91%0,60

En base a los resultados obtenidos, se pudo afirmar que el método

bioanalitico desarrollado fue exitosamente validado.
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3.2.3.3.3 Estudios de Estabilidad

La estabilidad en medio de cultivo TC199 (pH 7,4), se llevo a cabo por 2 h a
37 °C, simulando las condiciones en las cuales se realizaron los ensayos de
permeabilidad con los segmentos intestinales de ratas. Una vez transcurrido el
tiempo previsto del ensayo, se tomaron muestras de la suspension y por DLS se
determind el tamanio y el PDI de las particulas alli presentes.

Si bien, a simple vista, no se observé una separacién de fases, por DLS se
determind la formacidon de grandes agregados, lo cual indicé que las NPs no se
rompieron por estar en contacto con el medio de cultivo ni por efecto de la
temperatura. Estos mismos resultados se observaron al hacer los estudios de

estabilidad con soluciones tamponadas a pH 7,4.

3.2.3.4 Analisis de los Datos

Para estudiar la permeabilidad intestinal existen diversos modelos, dentro de
los cuales se pueden clasificar en los siguientes grupos: /in vitro (ex vivoy cultivos
celulares), /in situ e in vivo. Los modelos in vitro son los mas utilizados, por la
gran variedad de técnicas que existen; permiten incorporar al analisis diferentes
eventos fisiologicos que resultan de interés. Dentro de este grupo se encuentran
metodologias que utilizan tejidos animales aislados (ex vivo), o las que emplean
cultivos celulares de distinto tipo. Por su parte, los modelos /n sifu, requieren de
un animal de experimentacion anestesiado y preparado mediante un
procedimiento quirurgico para mantener la inervacion e irrigacion sanguinea en
el tejido intestinal. En los modelos /n vivo, se administra una dosis oral del
farmaco ensayado y luego se determina el perfil de concentracion plasmatica en
funcién del tiempo. Si las condiciones experimentales son las adecuadas, este
modelo es el que arroja mayor informaciéon (Gualdesi, 2013).

La absorcion intestinal puede ocurrir mediante diferentes procesos, dentro
de los cuales podemos mencionar: difusion pasiva (via paracelular o via

transcelular), pasaje mediado por transportadores, trancitosis y endocitosis. A

133



continuacion, en la figura 3.21 se presenta un esquema, a fin de ejemplificar

dichos procesos.

>
\ 4

B > -+—
C - D —x\j',)—b
—2p— E +——F
G—> )= G > ( ﬁ;—b
T —— — j}—» L ——
T ——
- )
Membrana Apical Unidn Estrecha Membrana Basolateral

(Borde en cepillo)

Figura 3.21: Procesos de absorcion intestinal. A) Difusion pasiva — via
paracelular. B) Difusion pasiva — via transcelular. C-F) Pasaje mediado por

transportadores. G) Trancifosis. H) Endocifosis.

En este trabajo de tesis, los ensayos de permeabilidad se realizaron
utilizando una técnica /n vifro, denominada técnica de saco intestinal evertido de
ratas, para evaluar la permeabilidad intestinal de la HCT acomplejada con la BCD
y, a su vez, encapsulada en las NPs.

Para poder predecir la permeabilidad intestinal es importante considerar que
estan involucrados procesos previos, como la liberacidon del farmaco desde las
formas de dosificacion empleadas (Fontestad y col., 2008) y que, para obtener
el valor del coeficiente de permeabilidad aparente, es necesario conocer la
concentracion del farmaco libre y disponible para su absorcidn. Debido a que la
cantidad inicial de HCT no es posible determinarla con exactitud, ya que el
principio activo debe liberarse desde la NPs y posteriormente, de su complejo
con la BCD, se estimé la cantidad de HCT presente en el sistema nanoparticulado
y la cantidad de farmaco libre disponible para permear. Los pellets de NPs

utilizados en los ensayos de permeabilidad, contenian aproximadamente (350 *
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130) pg de HCT acomplejada con BCD, la cual fue cuantificada empleando un
meétodo indirecto, como se describié en la seccion 3.1.2.2. Por otra parte, la
cantidad de HCT libre disponible para la absorcion, se estimé cuantificando la
solucion mucosal al finalizar el ensayo de permeabilidad; alli se encontré que, en
promedio, la cantidad de farmaco libre en equilibrio con el farmaco encapsulado,
fue de (75 + 20) ug de HCT. La cantidad de complejo encapsulado en cada pellet
es variable, por lo tanto fue necesario cuantificar, la cantidad de HCT/BCD en
cada muestra, y la cantidad de principio activo libre presente en la solucién
mucosal final, de cada ensayo realizado. Se informan los promedios de los
resultados obtenidos y a partir de ahora, para hacer referencia a la HCT
proveniente de las NPs, se la denomina HCTnes).

Como control se hicieron los estudios de permeabilidad con la HCT sola.
Para evaluar el efecto de la concentracion de este farmaco sobre la
permeabilidad intestinal del mismo, los estudios se llevaron a cabo con
cantidades equivalentes del principio activo encapsulado en las NPs, y con
cantidades equivalentes de IFA libre en la solucion mucosal, por lo tanto, se
realizaron ensayos con 750 y 50 pg iniciales de principio activo, disueltos en la
solucion mucosal. Para hacer referencia a la HCT, proveniente de los ensayos
control, con 750 y con 50 ug de farmaco, se las denomin6é HCT 75049 Y HCT 50
ug), respectivamente.

Se obtuvieron los perfiles de permeabilidad para cada una de las muestras,
graficando ug de HCT permeados en funcion del tiempo (min).

Analizando los perfiles obtenidos de los ensayos de permeabilidad,
realizados con HCT sola, con las diferentes cantidades iniciales (750 y 50 pg),
se observd que estos perfiles no eran lineales (figura 3.22), distinguiéndose
claramente un cambio de pendiente a los 60 min. Considerando esto, se
analizaron las porciones lineales por separado: porcidn inicial, desde los 10 — 60
min; porcidn final, desde los 70 — 120 min; obteniéndose dos valores de
pendiente para cada perfil. Con los valores de las pendientes se determiné la
velocidad de absorcion (flujo) y con ella, el coeficiente de Papp.

Para la HCT (7509 la velocidad de absorcion de la porcion inicial fue de (3 *
2)x 102 pg/miny la Papp de (7,5 £ 2,0)x 10->cm/min; mientras que para la porcion

final, el flujo fue de (8 £ 1) x 102 uyg/min y la Papp de (1,9 £ 0,1)x 104 cm/min. En
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el caso de HCT g g, la velocidad de absorcidn de la porcidn inicial fue de
(3% 1)x 103 pyg/min y la Papp de (6,8 £ 4,3)x 10-5 cm/min; y en la porcion final, el
flujo fue de (7 £ 3) x 10-3ug/min y la Papp de (2,6 £ 1,1)x 104 cm/min.

Debido a que la velocidad de absorcién depende de la concentracion inicial
de farmaco, es evidente que el flujo para HCT (750 ,9) €S mucho mayor que para
HCT (s0.9), l0 cual se corroboré estadisticamente, demostrando que los resultados
son diferentes (F> Fcritico). ES por esta razon que, lo apropiado fue comparar los
coeficientes de Papp, Ya que son independientes de la concentracion inicial de
farmaco. En este caso, se observo que los resultados son estadisticamente
similares, cumpliéndose para el ANOVA que F< Fgiico. En la tabla 3.6 se

presentan los resultados.
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Figura 3.22: Perfiles de permeabilidad de HCT 750 g y de HCTs0 ),
ug HCT permeados vs tiempo (min).
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Tabla 3.6: Resultados obtenidos para HCT750ug) ¥ HCT 50 ug).

Muestra

Porcién de HCT (75019 HCT 509 ANOVA
la recta n=3 n=3 f f critico

Parametro

Flujo 10-60min  (3%2)x 102 (3 + 1)x 103 10,6 10,1

(Mg/min)

— i -2 3
(xDS) 70-120min (8% 1)x 10 (7£3)x10 92,2 10,1

Papp 10-60min  (7,5+2,0)x104 (6,8 4,4)x105 0,04 10,1

(cm/min)

- ' -4 -4
#Ds) 70-120min  (1901)x10* (2,6 1,1)x10 07 10,1

Considerando que la cantidad de HCT libre, disponible para permear a partir
de las NPs, es aproximadamente (75 + 20) ug, es que se realizd el analisis de
los datos, comparando los resultados obtenidos para la HCT wes) y 1a HCT (50 ug).

Al comparar los perfiles de permeabilidad obtenidos para estas muestras,
figura 3.23, se encontrd que el perfil de absorcién de HCT jps)es lineal, mientras
que el mismo perfil para HCT 0 49 No lo fue. Los resultados obtenidos para
HCT wes)fueron, la velocidad de absorcion de (1,8 £ 0,1) x 10-3 ug/min y la Papp
de (4,9 = 1,6)x 10-> cm/min.

En los perfiles presentados en el grafico de la figura 3.23, se pudo observar
que en los primeros 60 min, ambos perfiles tuvieron la misma velocidad de
absorcion (f < fritico); mientras que luego, en el caso de la HCT o »g el flujo
aumento, lo cual se comprobé estadisticamente (> f£riico), Ya que los perfiles
dejan de ser iguales. Lo mismo ocurrié con el coeficiente de Papp, son similiares
en la porcion inicial del perfil, y luego la Papp, €n el caso de HCT (50 .9y @aumenta,
este resultado también se corrobora estadisticamente. Es importante aclarar que
el valor de Papp para la HCT, que proviene de las NPs, es solo un valor estimado,
debido a que no se conoce exactamente la concentracion inicial de HCT presente
en la solucién mucosal, sino que se cuantifica la cantidad de HCT libre, al finalizar

el estudio y con ese valor se estimd la Papp. Los resultados se presentan en la
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tabla 3.7, el analisis estadistico se realiz6 relacionando los datos de la HCT jps)
con cada porcion de los datos de HCT (50 ug).
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Figura 3.23: Perfiles de permeabilidad de HCT 50 ug) y de HCTinps),
ug HCT permeados vs tiempo (min).

Tabla 3.7: Resultados obtenidos para HCT 50 ug) ¥y HCTnps).

Muestra
Porcibndela  HCT oy HCT ps) ANOVA

recta n=3 n=3 f Feritico
Flujo 10 — 60 min (3+x1)x102 4,6 7,7
(ug/min) 70 -120 min (7 £ 3) x 103 0,5 7,7

(#DS) 10 -120 min (1,7+0,1) x 103
Papp 10-60 min (6,8 £4,4)x10-5 11,2 7,7
(ecm/min) 70-120min (2,6 £ 1,1)x104 12,3 7,7

(#DS) 10 -120 min (4,9 £ 1,6)x105

Teniendo en cuenta que las NPs tenian encapsulada una cantidad
equivalente de HCT de aproximadamente (350 = 130) ug, es que se realizaron
los estudios de permeabilidad con una mayor cantidad de HCT solubilizada en

la solucion mucosal. Estos resultados permitieron evaluar el comportamiento del
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sistema de liberacion obtenido, en base a la comparacion de la velocidad de
absorcion que tiene el farmaco solo.

Comparando los dos valores obtenidos de flujo para HCT (750 g), (3 £ 2)x10-2
y (8 £ 1) x 102 pg/min, con la velocidad de absorcion obtenida para HCT wes)
(3 £ 1)x 103 pg/min; es evidente que el flujo es mayor en el caso de HCT (750g),,
siendo los resultados, estadisticamente diferentes entre si (¥ > feritico), Ya que
este parametro, como se menciond anteriormente, depende de la concentracién
inicial del farmaco. Si se tiene en cuenta que las cantidades iniciales en los dos
casos son similares, estos resultados indicarian que las NPs estarian actuando
efectivamente como un sistema de reservorio, liberando lentamente la HCT al
medio. En cuanto a la Papp, considerando que este coeficiente es estimativo para
el caso de HCT aps), se puede observar que durante los primeros 60 min, tienen
una Papp estadisticamente similar (&< %riico), pero que luego aumenta para el caso
de HCT (75049, cumpliéndose 7 fritico. LOS resultados se presentan en la tabla 3.8,
nuevamente, el analisis estadistico se realizé relacionando los datos de la

HCT nps) con cada porcion de los datos de HCT 50 4g).

Tabla 3.8: Resultados obtenidos para HCT 750 ug) ¥ HCTinps).

Muestra
Porcién de HCT (750 g) HCT ps) ANOVA
la recta n=3 n=3 f Feritico
Fluo 10-60min (3 %2)x 102 201 7,7
(Mg/min)  70-120 min (8 £ 1)x 102 6,2 7,7
(#DS) 10-120 min (1,8 £0,1)x 103
Papp 10-60 min (7,5 +2,0)x104 649 7,7
(cm/min) 70-120min (1,9 + 0,1)x10- 108,1 7,7
(xDS) 10-120 min (4,9 £1,6)x105

Cabe agregar que, durante la realizacién de estos estudios, se observo un

cambio en la apariencia macroscoépica de la mucina del mucus que cubre el
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epitelio intestinal, en la solucion mucosal. Se sabe, que los geles cuyas
moléculas son capaces de realizar interacciones electrostaticas, se pueden
expandir en mas de mil veces su volumen original en presencia de agua. Dado
que las mucinas son polianiones, sus expansiones estan gobernadas ademas,
por las interacciones atractivas de cationes libres con las cargas negativas de

la mucina (Gésime y col., 2009).

Por lo tanto, se atribuye este cambio estructural, en la capa de mucus
intestinal, a la presencia de las NPs, debido a que éstas poseen cargas
positivas en la superficie capaces de interactuar electrostaticamente con las
cargas negativas de la mucina. No se detecté este efecto, cuando se
realizaron los ensayos con la HCT sola. Estos resultados respaldan las
propiedades mucoadhesivas observadas del sistema nanoparticulado. En la
figura 3.24 se muestran las soluciones mucosales al finalizar los ensayos con
HCT en solucion (a) y con NPs cargadas con HCT/BCD (b).

Figura 3.24: Fofografias tomadas de la solucion mucosal al finalizar los
ensayos de permeabilidad. a) Ensayo realizado con HCT. b) Ensayo realizado

con NPs.
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3.2.3.5 Estudios de Toxicidad Intestinal

El intestino delgado se extiende desde el piloro hasta la union del ciego con
el colon ascendente y se encuentra subdividido en: duodeno, yeyuno e ileon.
Cualquiera que sea el nivel del intestino delgado, las paredes se encuentran
conformadas por mucosa, submucosa, muscular y serosa. A continuacién se
realiza una descripcidn general de la mucosa y de su epitelio, ya que es el area
de interés en esta seccion.

La mucosa esta conformada por: epitelio, lamina propia y muscular de la
mucosa. El epitelio de la mucosa tiene pliegues circulares, que se proyectan
hacia la superficie intestinal para luego hundirse de nuevo, conformando
proyecciones a manera de dedos, llamadas vellosidades.

Las vellosidades son responsables de incrementar el area superficial de la
mucosa intestinal en un factor de 10. La superficie de las vellosidades esta
tapizada por una sola hilera de células epiteliales de diversos tipos. La célula
principal, llamada célula de absorcion, es una célula alta columnar, con un nucleo
basal, redondo u oval y con citoplasma eosinofilico.

Intercaladas entre las células de absorcion se encuentran células, con
escaso borde en cepillo, a nivel con una caracteristica gota de mucina acida y
neutral a nivel apical, que les da forma de copa, y de ahi su nombre de células
calciformes. La secrecion de mucina mantiene un ambiente viscoso y humedo
en la superficie epitelial.

La superficie apical de las vellosidades, posee un borde en cepillo, el cual se
halla compuesto de microvellosidades y glicocalix.

Las microvellosidades recubren las vellosidades intestinales y aumentan el
area de absorcion en un factor de 20. El glicocalix, se visualiza como
proyecciones filamentosas desde la superficie de las microvellosidades,
actuando como una barrera contra microorganismos y sustancias extranas,
ademas, contiene importantes enzimas como peptidasas y disacaridasas que
intervienen en los procesos digestivos finales. El glicocalix es sintetizado por las
células de absorcion y luego transportado a la superficie de manera dinamica
(Luis y col., 1996).
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Las muestras de los segmentos intestinales, utilizados en los ensayos de
permeabilidad de HCT ;750..9)y HCT ivps), S€ analizaron por microscopia optica de
alta resolucion (MOAR) y microscopia electronica de transmision (TEM). El
objetivo de comparar estas muestras fue demostrar que, administrando
cantidades similares de principio activo en diferentes sistemas de liberacion,
como son las NPs o soluciones del farmaco, tienen diferentes efectos sobre el
epitelio intestinal, lo cual repercute directamente en la Payp del farmaco. Las
muestras de intestino recolectadas antes de comenzar el estudio se
denominaron confro/, mientras que a las muestras que se tomaron después de
realizados los estudios, ya sea con HCT sola o con pellefs de NPs, se las

denominaron fratado.

La microscopia Optica se sirve de la luz visible para crear una imagen
aumentada del objeto que colocamos sobre la platina para estudiar. Consiste en
dos sistemas de lentes, el objetivo y el ocular, montados en extremos opuestos
de un tubo cerrado. El objetivo estd compuesto de varias lentes que crean una
imagen real aumentada del objeto examinado. Las lentes de los microscopios
estan dispuestas de forma que el objetivo se encuentre en el punto focal del
ocular, cuando se mira a través del ocular se ve una imagen virtual aumentada
de la imagen real. El aumento total del microscopio depende de las longitudes

focales de los dos sistemas de lentes. Tiene un poder de resolucion de 0,2 pm.

El MOAR es un método histolégico mediante el cual se evaluan cortes
semifinos (150 — 200 nm) de muestras incluidas en resina, lo que le permite
aprovechar al maximo el poder de resolucion del microscopio de luz.

El microscopio electronico es un aparato de alta precisién que permite ver
objetos mucho mas pequeios y texturas mas finas que los microscopios opticos,
debido a que tiene mayor poder de resolucion. Estos grandes aumentos se
logran mediante el empleo de un haz de electrones en lugar de fotones, y
bobinas en lugar de lentes. La informacion que se obtiene es producto de la

interaccion de los electrones con la muestra.
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El TEM, permite evaluar la ultraestructura del material en estudio, analizando
muestras ultrafinas (90 — 120 nm). Un haz de electrones de alta velocidad
atraviesa la muestra generando imagenes sobre una placa que contiene fésforo;
luego, estas sefales forman una imagen en un monitor. En TEM, las imagenes
y contrastes se construyen utilizando la transmisién de electrones de una
muestra cuando ella es atravesada por un delgado haz de electrones de alta

energia (usualmente 40 kV) (Mora, 2013).

Las imagenes obtenidas por MOAR, de la muestra control, se presentan en
las figuras 3.25, a y b. Estas imagenes mostraron que las vellosidades del
intestino estan recubiertas por células epiteliales, las cuales responden a un
patrén normal, en donde los nucleos se encuentran en la parte basal de la célula.
Se detecto también la presencia de células calciformes.

Por TEM, se observd la morfologia ultraestructural sana de las células
epiteliales, con microvellosidades formando un borde de cepillo intacto (figura
3.25e) y sin pruebas de desprendimiento de las células en la superficie de la
mucosa. La membrana celular y la membrana nuclear se muestran integras,
distinguiéndose claramente los nucleos sanos y las mitocondrias en el
citoplasma celular (figura 3.25c). Los complejos de unidn intercelular denotaron
buena adherencia célula a célula a lo largo de la membrana lateral,
distinguiéndose la presencia de desmosomas y uniones adherentes (figura
3.25d).

En el caso del tejido intestinal frafado con HCT, las imagenes de MOAR
evidenciaron una drastica alteracién morfologica. En la figura 3.26 a y b, se
observo claramente como desaparecidé por completo el epitelio que cubre las
vellosidades, quedando simplemente la estructura de tejido conectivo. En la
imagen se identificaron abundantes restos celulares y cuerpos apoptaticos.

En las microfotografias tomadas por TEM, a las muestras tratadas con HCT,
se observo la presencia de fibras de colageno que forman parte del tejido
conectivo de las vellosidades y numerosas vacuolas (figura 3.26e), lo cual
evidencié la muerte celular. Es llamativa la aparicion de una gran cantidad de
capilares sanguineos (figura 3.26d), todos ellos fenestrados (figura 3.26f), los

cuales son caracteristicos de este epitelio, ya que permiten la permeacion de
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farmacos a través de los poros (fenestraciones) de 80 — 100 nm, que proveen
canales a través de la pared del capilar (Ross & Pawlina, 2008).

En las imagenes de MOAR, obtenidas de las muestras del tejido intestinal
tfralado con NPs cargadas con HCT/BCD, se detectd la presencia de
vellosidades, en algunos casos recubiertas por un epitelio intacto; mientras que
en otros, se observé el desprendimiento epitelial hasta desaparecer por
completo, y restos celulares alrededor de las vellosidades. Esto podria evidenciar
un posible efecto tdéxico del farmaco (Westendorp y col., 2009). Estas imagenes
se muestran en la figura 3.27 a - c.

Utilizando la técnica de TEM, fue posible identificar en el epitelio que recubre
a las vellosidades, células calciformes, numerosas vacuolas dentro de las células
y microvellosidades, pero en una considerable cantidad menor en comparacion
a la muestra control (figura 3.27d). Ademas, se observé desprendimiento celular
con vacuolas, como se muestra en la figura 3.27e. Se identificaron también,
uniones adherentes y desmosomas en las uniones celulares, y mitocondrias
evidentemente deformadas, con aspecto redondeado y con disminucion de las
crestas mitocondriales, lo cual evidenciaria que la célula esta estresada. Las

imagenes mencionadas se presentan a continuacion.
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Figura 3.25: Microfofografias de intestino, muestra control. a) MOAR 10x. b) MOAR
40x. ¢) TEM 2156x. d) TEM 12930x. €) TEM 16700x. v, vellosidades, myv,
microvellosidades, cc, células calciformes; mit, mitocondrias, n, nucleo; d,

desmosomas, uc, uniones celulares, ua, uniones adherentes.
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Figura 3.27: Microfotografias de intestino tratado con NPs cargadas con
HCTPBCD. a) MOAR 10x. b) MOAR 40x. c) MOAR 40x. d) TEM 4646x. ¢) TEM
4646x. 1) TEM 12930x. v, vellosidades, mv, microvellosidades, cc, células

calciformes,; mit. mitocondrias; d, desmosomas, ua, uniones adherentes.
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3.2.4 Discusion

Los estudios de mucoadhesidon se realizaron poniendo en contacto una
suspension de MUC con una suspension de NPs, en soluciones tamponadas de
pH 7,4. Los resultados obtenidos de estos estudios, evidenciaron que
efectivamente las NPs cargadas con el complejo de HCT/BCD tienen
propiedades mucoadhesivas.

Una de las técnicas utilizadas en los estudios de mucoadhesion, fue la
determinacion del potencial Z, lo cual demostré que la carga superficial de las
NPs disminuye al estar en contacto con la suspension de MUC, evidenciando
asi, una interaccion electrostatica entre ambos compuestos.

Otra de las técnicas aplicadas en los estudios de mucoadhesion fue el SEM.
En este caso, la mucoadhesion se demostrd, por un cambio estructural de la
MUC, observandose la formacién de fibras compactas y poros. En las imagenes,
se detecto la presencia de NPs, de aproximadamente 200 nm, adheridas a las
fibras de MUC, demostrando asi, que éstas efectivamente interactuan con la
MUC. Este resultado sugiere también que, los agregados que se detectaron a
pH 7,4, en los estudios de estabilidad, se rompieron al entrar en contacto con la
MUC, lo cual, probablemente, promueva la liberacién del principio activo desde
el sistema nanoparticulado.

Los estudios de permeabilidad /n vitro se realizaron utilizando la técnica de
saco intestinal evertido de ratas. Los ensayos se llevaron a cabo con muestras
de NPs cargadas con HCT/BCD. Si bien, se habia determinado que las NPs
encapsulan un equivalente aproximado de (350 + 130) ug de HCT, se corroboro,
al finalizar los estudios de permeabilidad, que aproximadamente (75 £ 20) ug
del principio activo estarian libres en la soluciobn mucosal y por lo tanto,
disponibles para su absorcidn. Los estudios de permeabilidad, realizados con la
HCT como referencia, se llevaron a cabo teniendo en cuenta estos datos, es
decir, se realizaron estudios de permeabilidad con cantidades iniciales de HCT
en la solucion mucosal de 50 y 750 ug, a fin de reproducir las condiciones
experimentales de las NPs. Para simplificar la discusion de los resultados

obtenidos, se utiliza la misma nomenclatura para las muestras que la empleada
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en la presentacion de resultados: HCT wps, HCT 50 g, HCT (750 ng) (Seccion
3.2.3.4).

Los resultados de los estudios de permeabilidad realizados con HCT s0.g) Y
con HCT (750 ug), demostraron que los perfiles de permeabilidad en ambos casos,
no fueron lineales, ya que se observd un cambio de pendiente luego de los 60
min; dicha diferencia es estadisticamente significativa (% £ritico). Esta observacion
sugiere que el farmaco induce cambios en el intestino, que afectan a la
permeabilidad del principio activo. Para determinar la velocidad de absorcion, y
con ese valor la Papp, se obtuvieron los valores de las pendientes de ambos
segmentos identificados, de 10 - 60 min y de 70 — 120 min. La velocidad de
absorcion calculada para los dos segmentos, resulté ser mayor para la HCT /750
vg), debido a que este parametro depende de la concentracion del principio activo.
En cambio, la Papp de los dos ensayos realizados, resultaron ser
estadisticamente similares para ambos segmentos, lo cual sugiere que, cambios
en la concentracion, no afectarian al coeficiente de Papp de la HCT.

Por su parte, el perfil de permeabilidad de HCT /ps), tiene un comportamiento
lineal, durante todo el ensayo. Al comparar los perfiles de permeabilidad
obtenidos para HCTes) y HCT 50 ug), S€ encontré que ambos perfiles tienen
pendientes estadisticamente similares durante los primeros 60 min. Después de
los 70 min, el flujo es significativamente mayor para HCT (50,9 comparado con el
de HCT ps). Esto afecta del mismo modo al coeficiente de Papp, l0s cuales tienen
valores similares en la primera porcion del perfil y diferentes en la segunda. Cabe
destacar que, el coeficiente de Papp para el caso de los estudios realizados con
las NPs, es un valor estimado, ya que la concentraciéon que se utiliza para
calcularlo se determina al finalizar el estudio de permeabilidad y se asume que
se mantuvo constante durante todo el ensayo. Lo observado, indica que existe
un comportamiento diferente del farmaco cuando éste se encuentra en solucion
0 encapsulado.

El analisis de los perfiles de permeabilidad obtenidos para HCT 750 ug Y
HCTnes), es similar al realizado con HCT 0 9. En cuanto a la velocidad de
absorcion, ésta fue significativamente menor, con un valor de dos 6rdenes de
magnitud inferior, para el caso de los estudios realizados con las NPs comparada

con las velocidades de absorcion obtenidas en los dos segmentos del perfil de
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permeabilidad del farmaco solo. Si se considera, que se administraron
cantidades iniciales similares de HCT en los ensayos realizados, (es decir, que
la cantidad de HCT encapsulada en las NPs era equivalente a la que se utilizé
en los ensayos con el farmaco solo en solucion), este resultado indicaria que las
NPs actuaron como un sistema de reservorio, liberando lentamente el principio
activo hacia la solucion mucosal. En cuanto al valor de la Papp, sin olvidar que es
un valor estimado para el caso de HCTnps), se obtuvieron valores similares
cuando se comparo este coeficiente con el obtenido para el primer segmento del
perfil de permeabilidad de HCT /75049, mientras que fueron diferentes comparado
con el segundo segmento del mismo perfil. Todos estos datos, se analizaron
estadisticamente con un test de ANOVA.

Estos ensayos, ademas de brindar informacion acerca de la permeabilidad
del principio activo, postulan que la liberacién del farmaco desde el sistema
nanoparticulado ocurriria debido a que el CHI podria degradarse por accién de
enzimas presentes en el intestino o, por una desestabilizacion de las NPs debido
a una interaccion con la mucina presente en el mucus que recubre el epitelio
intestinal; razén por la cual no se observo liberacion de la HCT cuando se
realizaron los estudios de dialisis en soluciones tamponadas.

Los ensayos de permeabilidad realizados, requirieron de la evaluacion de la
integridad y funcionamiento del tejido intestinal; por lo cual se determind
simultaneamente, la capacidad de concentracion de glucosa en forma activa de
los segmentos intestinales aislados en medio de cultivo TC199. En el caso de
los ensayos realizados con HCT wes), se observé que durante los 120 min que
dur6 el ensayo, se concentré continuamente la glucosa, evidenciando asi la
viabilidad del tejido. Mientras que, en el caso de los estudios realizados con la
HCT en solucién, esta capacidad de concentracién de glucosa, no se mantuvo
constante; aunque el tejido permanecio visualmente integro. A partir de los 60
min, se evidencio una disminucidn en la capacidad de concentrar glucosa, lo cual
sugirié que el tejido estaba danado.

En base a los resultados de los estudios de viabilidad y las diferencias
evidenciadas en cuanto a la permeabilidad del principio activo; se realizaron
estudios de toxicidad intestinal, para determinar si habia cambios a nivel

histolégico que explicaran los eventos observados.
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Se han publicado algunos reportes de casos considerando la toxicidad de la
HCT en humanos en diferentes 6rganos (Ribeiro y col., 2013; Westendorp y col.,
2009). Los experimentos, en el presente estudio, tuvieron por objeto ofrecer
nuevos datos para una mejor comprension de la toxicidad de la HCT en
humanos, especialmente considerando su efecto sobre la permeabilidad
intestinal.

Estos estudios de toxicidad, se llevaron a cabo con muestras de intestinos
de ratas tratados con HCT 75049 Yy HCTes), las cuales estaban cargadas con
una cantidad equivalente a (350 £130) yg de HCT. Se utilizaron dos técnicas de
microscopia, MOAR y TEM, y por ambas se evidenciaron cambios muy notorios
e interesantes con respecto a la muestra control (tejido intestinal sin tratamiento).

En las imagenes por MOAR de las muestras de los tejidos intestinales
control, se identificaron vellosidades cubiertas por células epiteliales y
microvellosidades, respetando un patron normal del tejido. Las imagenes por
TEM mostraron una morfologia normal, observandose nucleos grandes e
irregulares con un nucléolo bien definido, numerosas mitocondrias con sus
respectivas crestas mitocondriales y uniones celulares bien definidas, que
indican una buena adherencia célula a célula.

Los estudios de permeabilidad revelaron que el tejido intestinal, tratado con
750 pg de HCT sola, mostré una permeabilidad dependiente del tiempo, ya que
a tiempos de exposicion del tejido menores a los 60 min la pendiente del perfil
de absorcion de la HCT es menor que la obtenida en la region del perfil a tiempos
mayores a los 60 min del ensayo. El aumento en la permeabilidad de la HCT,
luego de los 60 min, podria atribuirse al dano irreversible que sufrié el tejido
intestinal, lo cual fue revelado por las imagenes de TEM obtenidas luego de
finalizar el experimento de permeacién. Las imagenes revelaron la desaparicion
total del epitelio que recubre las vellosidades, quedando simplemente el tejido
conectivo, extensamente vascularizado. Estos danos son consistentes con la
actividad de la HCT sobre la bomba Na*-K* ATPasa (Kezdi y col., 1985), ubicada
en la membrana basal de los enterocitos en el TG, permitiendo la libre difusion
de los iones en la célula, lo cual determina que luego de la interaccién de la HCT
con la bomba Na*-K+ ATPasa, se produce un aumento intracelular de la

concentracion de Na*, lo cual estimula la produccion de anién superoxido vy el
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sostenido estrés oxidativo celular (Fernandez y col., 2013). Esta cadena de
eventos intracelulares dispara una secuencia de disfuncién celular, con el
impedimento de la actividad mitocondrial debido a un desequilibrio idnico, lo cual
es una de las principales causas del dafio mitocondrial y posteriormente, a la
muerte celular. Estas observaciones se pueden correlacionar con las
alteraciones en las mitocondrias y la pérdida de epitelio intestinal que se observo
en las imagenes obtenidas por TEM de los tejidos intestinales luego de los
estudios de permeacion, realizados con 750 ug de HCT.

En cambio, en las muestras de tejido tratadas con las NPs, la pérdida del
epitelio del tejido intestinal fue significativamente menor, aunque se observaron
cambios importantes en las células intestinales. En general, la estructura celular
se mantuvo similar a la del tejido control y se observo la presencia de células
calciformes. Por otro lado, fue evidente la disminucion en la cantidad de
microvellosidades, se detectaron numerosas vacuolas presentes en el interior de
las células y las mitocondrias presentaban una morfologia redondeada con la
desaparicion de las crestas mitocondriales. Estos dafos observados se podrian
atribuir a la presencia de la HCT en el interior de la célula, lo cual provoco el
estrés celular.

A pesar de los cambios ultraestructurales que la HCT induce en el tejido
intestinal, se demostré que la formulacion de HCT encapsulada en las NPs no
afecto las estructuras de las uniones estrechas del tejido intestinal, ya que se
pudo observar en las imagenes de TEM la presencia de las uniones estrechas
con caracteristicas similares a las mostradas por el tejido control. Ademas, de
acuerdo a los resultados obtenidos con los estudios de permeabilidad, se
determind que la HCT es transportada a la sangre siguiendo una cinética lineal,
lo que da una clara indicacion de una marcada disminucion en la citotoxicidad de
este farmaco cuando el mismo es formulado en NPs.

Sumado a lo anterior, se comprobé que las NPs de HCT con CHI son
mucoadhesivas. Durante la realizacion de los ensayos de permeabilidad
intestinal se observo una gran cantidad de mucina en la solucion mucosal; lo cual
podria respaldar las teorias acerca del cambio estructural que sufre la mucina
cuando esta en contacto con sustancias mucoadhesivas, y los resultados que se

observaron por SEM y DLS. Todos estos estudios coinciden en que se
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establecen interacciones entre el CHI y la mucina presente en la capa de mucus
que recubre al tejido intestinal.

Por todas las razones expuestas, es que la formulacion de la HCT en las
NPs podria ser una estrategia interesante para aumentar la retencion de este
farmaco en el TGl y prolongar el tiempo de contacto de las NPs con la mucosa
intestinal, conduciendo a un nivel sostenido de HCT en el intestino, permitiendo
mejorar su biodisponibilidad y mitigando el dano intestinal que produce este
farmaco debido a que permite liberar en forma sostenida en el tiempo una menor

concentracion de HCT disponible para su absorcion.

3.2.5 Conclusiones Parciales

En esta segunda parte del capitulo, se realizaron estudios biofarmacéuticos
de las NPs cargadas con HCT/BCD, evaluando las propiedades mucoadhesivas,
la permeabilidad y toxicidad intestinal.

Se desarroll6 un método bioanalitico para cuantificar la cantidad de principio
activo permeado, utilizando la técnica de HPLC. La preparacién de las muestras
analiticas para el HPLC, requirié de la EFS de la HCT, siendo posteriormente
evaporada a sequedad y resuspendida en MeOH:H20 para su cuantificacion. La
metodologia bioanalitica propuesta se valido en relacion a la selectividad,
linealidad, sensibilidad, recuperacion, exactitud y precision.

Se evalud la viabilidad ex vivo del tejido intestinal durante los ensayos
realizados, tanto con NPs como con el farmaco solo. Para ello, se determiné la
capacidad de concentracion de glucosa de los segmentos intestinales aislados
en medio de cultivo TC199. Los resultados obtenidos demostraron que durante
los ensayos realizados con NPs, se mantuvo constante la capacidad de
concentracion de la glucosa y por consiguiente, la viabilidad del tejido. En
cambio, durante los ensayos llevados a cabo con HCT sola, se observo una
disminucién en la capacidad de concentrar glucosa a partir de los 60 min,
sugiriendo este resultado, que el tejido estaba dafnado.

El método validado fue exitosamente aplicado a la determinacion de HCT en

los ensayos de permeabilidad intestinal. Dichos estudios se llevaron a cabo
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empleando soluciones mucosales conteniendo 750 ug y 50 ug de HCT; y pellets
de NPs cargadas con HCT/BCD. Se determiné la velocidad de absorcion y el
coeficiente de Papp, para cada formulacion.

Los estudios de permeabilidad mostraron que los perfiles de absorcion no
fueron lineales cuando se evalud el farmaco libre, por lo tanto fue necesario
calcular la pendiente de cada segmento. Se demostré que distintas
concentraciones de HCT no afectaron al coeficiente de Papp, ya que en todos los
casos, estos coeficientes fueron estadisticamente similares. En cuanto a la
comparacion de los perfiles de permeabilidad obtenidos para el caso de HCT (50ug)
y HCTmwes, se observd que no presentan diferencias estadisticamente
significativas en los primeros 60 min, tanto para la velocidad de absorcién como
para la Papp. Posteriormente a los 60 min del estudio, el flujo aumenta para el
caso de HCT 50,4 Y por consiguiente la Papp. Si bien se administraron cantidades
iniciales similares de HCT en los ensayos realizados con HCT sola y con las NPs,
750 y (350 £ 130) ug, respectivamente; se observo un flujo significativamente
menor, con un valor de dos érdenes de magnitud inferior, para el caso de los
estudios realizados con NPs, lo cual indicaria que las NPs actuaron como un
sistema de reservorio y que liberaron lentamente el principio activo.

Los segmentos intestinales, utilizados en los ensayos de permeabilidad, se
analizaron por MOAR y TEM. Los estudio a nivel histolégico de los tejidos
intestinales, demostraron que el epitelio que recubre las vellosidades del
intestino se dano por accion de la HCT. Las NPs evidenciaron tener un efecto
protector con respecto al epitelio intestinal, ya que la liberacion lenta de la HCT
retarda la pérdida de la integridad del epitelio del intestino. Esta evidencia,
sustenta los resultados obtenidos con los ensayos de permeabilidad.

En cuanto a la mucoadhesividad, se demostrd, por diferentes técnicas, que

las NPs de quitosano tienen propiedades mucoadhesivas.
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RESUMEN FINAL Y CONCLUSIONES GENERALES

Se desarrollaron nanoparticulas poliméricas (NPs), con CHI y TPP,
utilizando la técnica de gelacion iénica. Las NPs obtenidas fueron ampliamente
caracterizadas, encontrandose que las mismas tenian un tamafno promedio de
350 nm, con una morfologia esférica y de superficie lisa. Fueron capaces de
encapsular una cantidad equivalente a (350 £ 130) uyg de HCT con el complejo
de inclusion HCT/BCD en cada pellet obtenido.

Se evaluaron las propiedades mucoadhesivas de las NPs con el método de
la mucina, tanto por DLS como por SEM. Ambas técnicas evidenciaron que las
NPs interactuan electrostaticamente con la mucina, demostrando asi la
mucoadhesion del sistema.

Se llevaron a cabo estudios de permeabilidad intestinal, con diferentes
concentraciones de HCT en solucion y con NPs cargadas con el complejo
HCT/BCD. Los estudios realizados solo con HCT, presentaron un perfil de
permeabilidad no lineal, lo cual indicé que la permeabilidad del farmaco involucra
procesos diferentes de permeacion a lo largo del ensayo, que modifican la
permeabilidad de este farmaco, lo cual hace que la velocidad de absorcién no
sea constante y por lo tanto el coeficiente de Papp, tampoco. Sin embargo, los
coeficientes de Papp Obtenidos, de los dos tramos de los perfiles de permeacion,
fueron estadisticamente similares para ambas cantidades de farmaco evaluadas
(50 y 750 ug).

En cuanto a las NPs, se demostré que el sistema nanoparticulado actua
como un sistema de reservorio, ya que se observd una menor velocidad de
absorcidn del farmaco, comparado con los estudios realizados con 750 ug de
HCT,; lo cual indicé que la HCT se libera lentamente del sistema nanoparticulado,
quedando asi disponible, para luego ser absorbido.

Los estudios de toxicidad, se realizaron a nivel histolégico utilizando
diferentes técnicas de microscopia como, MOAR y TEM. Las imagenes
obtenidas, evidenciaron un gran dafno a nivel epitelial causado por la HCT, en
donde desaparecié por completo el epitelio que recubria las vellosidades del
intestino. Mientras que, en las imagenes obtenidas de los tejidos tratados con

NPs, se encontré que este dafo fue menor, observando zonas en donde el
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intestino se mantuvo intacto y en otras en donde fue danado, a causa de la
presencia del farmaco. Se atribuyo este retardo en el dafno, a la lenta liberacion
del principio activo desde las NPs.

Como conclusion general de este capitulo, se puede afirmar que se logro
sintetizar NPs con un tamano adecuado para encapsular principios activos, con
propiedades mucoadhesivas, capaces de actuar como un sistema de reservorio,

debido a que producen una liberacién lenta y controlada del principio activo.
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Capitulo 4. Bionanocompuestos

Capitulo 4:
DESARROLLO Y CARACTERIZACION DE BIONANOCOMPUESTOS

INTRODUCCION

Uno de los temas actuales en la investigacion médica, es el desarrollo de
materiales antibacterianos adecuados que podrian utilizarse en el futuro para
fines médicos. Existe un particular interés en las sustancias que actuan como
transportadores antibacterianos o agentes antimicéticos para tratamientos
locales, como son las infecciones en la cavidad oral, evitando de esta manera el
tratamiento a nivel de todo el organismo en la primera fase de la terapia
(HoleSova y col., 2013).

La investigacion y el desarrollo de sistemas de administracion de farmacos
bioadhesivos tienen un particular atractivo, debido a que su principal objetivo es
lograr la localizacion del sistema de administracion de farmacos en una region
determinada del organismo, aumentar el tiempo de permanencia del farmaco en
dicha regidén y optimizar la absorcion del principio activo, por medio de una
mejora sustancial en el contacto del farmaco disuelto con la mucosa a través de
la cual se lleva a cabo el fendmeno de absorcion.

Las principales ventajas que presentan las formas farmacéuticas

mucoadhesivas y que apoyan su creciente interés son (Rodriguez y col., 2000):

» Las diversas y abundantes vias de administracion desde donde pueden
obtenerse efectos terapéuticos sistémicos y/o localizados.

* Los lugares potencialmente disponibles para la aplicacidon de los sistemas
mucoadhesivos, debido a la presencia de una capa de mucus que cubre
el epitelio, incluyendo las cavidades gastrointestinal, rectal y bucal, la
nariz, vias respiratorias, el ojo y la zona vaginal.

» Las diversas formas farmacéuticas en las cuales es posible administrar el

principio activo, como por ejemplo, geles, pellets, comprimidos.
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Teniendo en cuenta las ventajas de la administracion local y lo interesante
que son los sistemas mucoadhesivos, uno de los objetivos planteados en este
trabajo de tesis fue la obtencidn de un bionanocompuesto, de potencial

aplicacion topica destinado a su administracion bucal.

» Mucosa oral

La mucosa oral representa un sitio de administracion de farmacos de gran
interés ya que ofrece ventajas sobre las formas farmacéuticas inyectables y
orales. Este sitio tiene una alta vascularizacion, los farmacos absorbidos a través
de la mucosa oral pueden entrar directamente a la circulacion sistémica evitando
su pasaje a través del tractogastrointestinal (TGI) y el metabolismo de primer
paso hepatico (Perioli y col., 2013).

La cavidad oral presenta cuatro regiones disponibles para una efectiva
administracion de farmacos, las cuales son la bucal, la sublingual, la palatal y la
gingival. Los sectores bucal y sublingual son los mas apropiados para la
liberacion de farmacos y son utilizados para tratamientos de enfermedades
locales y sistémicas. La mucosa sublingual es mas permeable y fina que la
mucosa oral; se utiliza cuando se desean efectos rapidos, ya que tiene mayor
superficie y alto flujo sanguineo. Por su parte, la mucosa oral ofrece otras
ventajas, como su superficie lisa y practicamente inmovil, la cual es apta para
administrar sistemas de liberacion controlados (Scholz y col., 2008).

Una de las ventajas de la via de administracion bucal es que las formas
farmacéuticas pueden ser facilmente administradas y podrian ser rapidamente
removidas si fuera requerido. De todos modos, existen una serie de factores que
podrian limitar la absorcion de los principios activos a través de la mucosa oral,
como por ejemplo: la exposicion al flujo salivar, la pequeia area de absorcion, la
produccion de fuerzas cortantes debido a los movimientos de la lengua, la
deglucion y también un corto tiempo de residencia.

Desde 1980 existe un gran interés orientado en realizar formulaciones
bucales utilizando polimeros mucoadhesivos; en efecto estos sistemas pueden
ofrecer numerosas ventajas con respecto a las formas de dosificacion solidas no

adhesivas. Como ejemplos se podrian mencionar, la proximidad entre la mucosa
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y la forma de dosificacién, el mantenimiento de una alta concentracion del
farmaco en la superficie de absorcion por un periodo de tiempo prolongado y la
inmovilizacién de la forma de dosificacidn en una parte especifica de la mucosa
oral (Perioliy col., 2013).

Teniendo en cuenta las caracteristicas especiales de la mucosa de la
cavidad oral, las propiedades requeridas para un sistema de liberacién de
farmacos en dicha cavidad incluyen: biocompatibilidad, mucoadhesividad,
estabilidad, no inmunogenicidad y capacidad para sostener la liberacion de
farmacos, lo cual permite mantener los niveles terapéuticos de los mismos en un
periodo extendido de tiempo (Aduba y col., 2013). Un sistema de liberacion bucal
ideal deberia adherirse a la mucosa oral rapidamente y con suficiente estabilidad
para alcanzar un tratamiento efectivo (Sudhakar y col., 2006).

» Bionanocompuestos

En la ultima década, ha crecido el interés en el desarrollo de
nanocompuestos, entre arcillas minerales y biopolimeros, para aplicaciones
farmacéuticas. Estos materiales hibridos pueden combinar las propiedades de
ambos componentes (organicos e inorganicos), tales como el hinchamiento, la
recaptacion de agua, las caracteristicas mecanicas, el comportamiento térmico,
la reologia y la bioadhesion. Entre estos nanocompuestos, que pueden estar
formados por una gran variedad de biopolimeros y arcillas, se destacan los
formados por montmorillonita (MMT) y quitosano (CHI), los cuales han recibido
una gran atencion, especialmente para aplicaciones biomédicas (ingenieria de

tejidos) y biofarmacéuticas (liberacion modificada de farmacos).
> Quitosano

El CHI ya ha sido ampliamente descrito en el capitulo 1 de este trabajo de
tesis. Como caracteristica general del CHI se puede mencionar que es un

biopolimero biolégicamente seguro. Debido a sus propiedades bioadhesivas, se

ha propuesto para conferirle esta propiedad al nanocompuesto, que tiene como
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finalidad utilizarse como sistema de liberacién controlada de farmacos en la

mucosa oral.

> Montmorillonita

La MMT, fue descrita detalladamente en el capitulo 1 de la presente tesis.
Simplemente cabe destacar que es un silicato de aluminio laminar hidratado, en
el cual la celda unidad esta compuesta por una lamina octaédrica de aluminio
(O), entre dos laminas tetraédricas de silicato (T). Posee una carga neta negativa
debido a la sustitucion idnica en la estructura T — O - T, la cual estd compensada
por cationes hidratados ubicados en el espacio de la interlamina, que posibilita
el intercambio por una gran variedad de moléculas organicas (Salcedo y col.,
2012).

> Clorhexidina

La clorhexidina, figura 4.1, se comercializa como digluconato de
clorhexidina, clorhidrato de clorhexidina 6 acetato de clorhexidina. En el
desarrollo de esta tesis doctoral se trabajo con el digluconato de clorhexidina, la

cual se denomina genéricamente CLX.

S—NH HN—<
HN NH
[ Cl
S oKk, ~2.2
pPK_,~10.3

Figura 4. 1: Clorhexidina.
Este principio activo es un agente antimicrobiano perteneciente al grupo de

las bisguanidinas. Esta molécula es soluble en agua y en alcohol, lo cual

aumenta su efectividad.
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La CLX tiene un amplio espectro de actividad antimicrobiana frente a
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, también es efectiva frente a algunos
hongos y levaduras, incluyendo Candida, y algunos virus lipofilicos, como HIV y
HVB (Kolahi y col., 2011). Exhibe un efecto bactericida inmediato y tiene un
excelente poder residual, el cual previene el restablecimiento de
microorganismos en la piel. El mecanismo de accion de este principio activo es
por medio de la disrupcidn de la pared celular y precipitacion de las proteinas
celulares de los microorganismos. Ejerce su actividad antimicrobiana debido a
que se encuentra cargada positivamente a pH fisiologico.

La CLX tiene diversos usos, todos ellos en forma topica. En odontologia se
emplea como agente antiplaquetario y en el tratamiento de la gingivitis (Nhung y
col., 2007), en forma de geles y enjuagues bucales. Ademas, se la emplea en
solucion para preparar superficies antisépticas, para su desinfeccion y
preservacion. Debido a que es un agente antibacteriano de amplio espectro, se
la considera el antiséptico mas aceptable para reducir las infecciones de
transmision nosocomial, en unidades de controles intensivos (Huynh y col.,
2010).

La clorhexidina se absorbe muy poco en la piel y las mucosas, por lo cual su

toxicidad sistémica asociada es baja.

> Objetivos

El principal objetivo de esta etapa del trabajo de tesis, fue desarrollar un
bionanocompuesto combinando MMT y CHI, con el fin de obtener un sistema de
liberacién modificada para la administracion de farmacos de aplicacion bucal.

Para cumplir con dicho objetivo, se trabajé con la CLX, como farmaco
modelo, la cual es un antiséptico local ampliamente utilizado en la actualidad.

La metodologia de trabajo empleada se describe a continuacion:

e Optimizacion de la técnica para la obtencion del bionanocompuesto,

Na*MMT/CHI.

e Obtencion del nanocompuesto con el principio activo de interés: sistema
binario, NatMMT/CLX y sistema ternario, Na*tMMT/CHI/CLX.
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Caracterizacidon fisicoquimica de los sistemas obtenidos (Na*MMT/CHI,
Na*MMT/CHI/CLX y Na*MMT/CLX), utilizando diversas técnicas en el estado
sélido: analisis térmico (DSC/TGA), espectroscopia de difraccion de rayos X
(XRD), espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR),
espectrometria de fluorescencia de rayos X (XRF) y microscopia electronica
de barrido (SEM).

El desarrollo y caracterizacion de los bionanocompuestos, se realizd en
colaboracion con el Prof. Antonello Barresi y la Prof. Barbara Onida, en el
departamento de Ciencia Aplicada y Tecnologia (DISAT), Politécnico de
Torino; Torino, Italia; durante una estadia de 6 meses en el marco de una

beca Erasmus Mundus, Euro Tango 2; octubre 2012 — abril 2013.

Realizacion de estudios de liberacion /n vitro utilizando la técnica de dialisis
con membranas de celulosa, para determinar el mecanismo de liberacién del
farmaco a valores de pH fisiolégicos simulados.

Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los sistemas Na*MMT/CHI,
Na*MMT/CHI/CLX, Na*MMT/CLX frente a diferentes cepas de
Staphylococcus aureus.

Evaluacion de las propiedades mucoadhesivas de los sistemas obtenidos
frente a mucina, utilizando la técnica de SEM.
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DESARROLLO EXPERIMENTAL

4.1 Materiales

La CLX, fue provista por Todo Droga (Cordoba, Argentina) y se utilizd sin
previa purificacion.

El CHI de bajo peso molecular, la MMT y la mucina gastrica de cerdo se
adquirieron en Sigma Aldrich (Buenos Aires, Argentina).

Las membranas de celulosa para las dialisis (cut-off 14000, 43 mm de ancho)
se compraron en Sigma Aldrich (Buenos Aires, Argentina).

Todos los experimentos se realizaron con reactivos de grado analitico.

El agua utilizada en todos los estudios fue producida con un sistema de
purificacion Milli-Q (Millipore, Bedford, MA).

4.2 Instrumental

Las muestras se pesaron en una balanza analitica Voyager Ohaus modelo
Explorer EO1140 y se solubilizaron con la ayuda de un ultrasonicador Elma S 40
Elmasonic.

El pH se determind utilizando un pH-metro Hanna instrument HI 255
combined meter.

Las muestras se prepararon utilizando un agitador orbital con control de
temperatura, Ferca, Industria Argentina.

Las mediciones de la absorbancia se realizaron en un espectrofotometro
Agilent Technologies Cary 60 UV-Vis. Se emplearon celdas de cuarzo de 1 cm
de paso optico Héllma Analytics.

Los analisis térmicos se realizaron utilizando un equipo DSC Q200 TA Series
y un TGA Mettler; la caracterizacién en cuanto a la composicion quimica de las
muestras se llevd a cabo con un espectrometro de fluorescencia de rayos X
Rigaku ZSX; y los espectros de difraccion rayos X se obtuvieron usando un

equipo Panalytical X’Pert PRO (Cu Kq radiation) diffractometer.
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Las imagenes de los sistemas en estudio para el analisis en cuanto a su
morfologia, fueron obtenidas con un microscopio electronico de barrido (SEM)
SUPRA™ 40 (ZEISS), y los estudios de mucoadhesion fueron realizados
utilizando FE-SEM Zigma, Lamarx.

Los espectros infrarrojos fueron obtenidos con un espectrémetro 5 SXC
Nicolet FT-IR.

4.3 Métodos

4.3.1 Obtencién de los Bionanocompuestos

Los bionanocompuestos fueron obtenidos a partir de MMT sodica (Na*MMT),
para lo cual la MMT comercial fue tratada previamente con una solucién de
NaNO3z 1 M. Se pesdé 1 g de MMT y se dispersé en 50 mL de NaNO3 1M; la
suspension se mantuvo con agitacion constante por 24 h a temperatura
ambiente. Luego, se realizaron 2 ciclos de centrifugado para eliminar el exceso
de NaNOs3 y lavar la muestra. Posteriormente, se liofilizd para obtener el
compuesto solido.

Los nanocompuestos se obtuvieron aplicando el siguiente protocolo de
trabajo: se disolvieron 2 g de CHI de bajo peso molecular en 100 mL de una
solucién al 2% v/v de acido acético, el pH de la solucién se ajusté a 4,9 con una
solucion de NaOH 1M, con el fin de evitar cualquier cambio estructural en la
arcilla’ cuando ambas soluciones se ponen en contacto. Se pesaron 1,28 g de
arcilla y se dispersaron en 50 mL de agua Milli Q; la suspensién se colocd en un
bafo ultrasénico por 1 h. Luego, se agregdé lentamente la solucion de CHI a la
suspension de la arcilla, la cual se mantuvo con agitacion magnética. Se coloco
el sistema en un agitador orbital, con movimientos lentos a 60 °C por 24 h. El
sistema arcilla/CHI se lavo cuatro veces con agua destilada realizando ciclos de

centrifugacion a 3500 rpm durante 10 min. Finalmente, se obtuvieron los

1 En el protocolo para obtener el nanocompuesto se denomina arcilla, de manera general para hacer
referencia tanto a la MMT comercial como a la Na*MMT.
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nanocompuestos solidos por liofilizacion. Este protocolo de trabajo fue adaptado
de uno reportado en bibliografia (Monvisade y col., 2009).

Para obtener el sistema cargado con el principio activo, se dispersaron 0,5 g
de Na*MMT/CHI o Na*MMT, en 10 mL de una solucién acuosa de CLX 0,22 M.
La dispersion formada se mantuvo con agitacion magnética constante durante
24 h, a temperatura ambiente. Posteriormente, se centrifugd a 3500 rpm durante
10 min para poder separar el exceso de farmaco. Después de congelar las

muestras, se liofilizaron para obtener el nanocompuesto solido cargado con CLX.

4.3.2 Eficiencia de Asociaciéon y de Carga de la CLX

La eficiencia de asociacion de la CLX en los nanocompuestos indica el
porcentaje de principio activo que es incorporado al sistema, el cual se determiné
utilizando un método indirecto, basado en cuantificar la cantidad de farmaco
presente en el sobrenadante luego de centrifugar y restarlo a la cantidad inicial
conocida de farmaco (ecuacién 4.1). También se calculd la eficiencia de cargado
aplicando la ecuacién 4.2, la cual relaciona los gramos de sistema recuperados
en estado solido con la cantidad de farmaco alli incorporado (Krauland y col.,
2007).

La CLX presente en el sobrenadante se cuantifico utilizando un método
espectrofotométrico UV-Vis, a una longitud de onda maxima seleccionada de
255 nm.

CLXiniciat — CLXiipre

Eficiencia de asociacion = x 100 Ecuacion 4.1
CLXinicial

mg CLX - mg CLXy; A
9 CLXtotal g-2Tuibre 2100  Fcuacion 4.2

Eficiencia de cargado = ,
Peso total del sistema

4.3.3 Espectrometria de Fluorescencia de Rayos X

La composicion quimica de cada muestra se obtuvo utilizando la técnica de
espectrometria de fluorescencia de rayos X (XRF). Se analizaron la MMT, la
MMT/CHI, la Na*tMMT y la NatMMT/CHI.
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Las muestras se colocaron en el espectrémetro, en forma de discos, para la
cual fue muy importante que la pastilla estuviera perfectamente compactada y
que la superficie fuera lisa. Las pastillas de las muestras se realizaron sin el
agregado de ningun otro componente.

Los resultados obtenidos fueron analizados con el software del equipo
Rigaku. Los mismos se expresan como el porcentaje de cada componente en

forma de 6xido, relativos a la muestra.

4.3.4 Espectroscopia Infrarroja

Se obtuvieron los espectros infrarrojos con transformada de Fourier (FT-IR)
de muestras liofilizadas de cada uno de los componentes puros Na*MMT, CHI y
CLX; y de los sistemas Na*MMT/CHI, Na*MMT/CLX y Na*MMT/CHI/CLX. Las
muestras se prepararon en pastillas de KBr diluidas al 1%, se escanearon en el
rango de 4000-450 cm-', con una resoluciéon de 4 cm' y con escaneos de 64

veces por muestra.

4.3.5 Espectroscopia de Rayos X

Los patrones de difraccion de rayos X (XRD) se obtuvieron utilizando una
fuente de radiacion monocromatica de Cu Kq (1,54 A), con un detector PIXcel de
estado solido con tiempo de lectura rapida y de alto rango dinamico, operado a
40 kV y a una corriente de 30 mA con una velocidad de exploracion de 0,02°
20/paso a temperatura ambiente. Dichos patrones de difraccion fueron grabados
desde 5° a 80° con una escala de scans de 10° s'. Se analizaron muestras
liofilizadas de los componentes puros CHI, Na*MMT, CLX y de los sistemas
Na*MMT/CHI, Na*MMT/CLX y Na*MMT/CHI/CLX.

Los espectros fueron analizados utilizando el software propio del equipo
Philip X’pert PRO.
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4.3.6 Analisis Térmico: Calorimetria Diferencial de Barrido y Analisis

Termogravimétrico.

Los estudios de Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) se realizaron con
10 — 15 mg de muestra, en pans herméticos. Se llevaron a cabo con atmodsfera
controlada de nitrégeno (N2) y con una rampa de calentamiento de 10 °C/min,
comenzando a temperatura ambiente hasta un maximo de 250 °C.

Los Analisis Termogravimétricos (TGA) se realizaron en pans no herméticos,
con 20 — 35 mg de muestra. Se hicieron con atmdsfera controlada de nitrégeno
(N2) y una con rampa de calentamiento de 10°C/min hasta un maximo de 900°C.

Por ambas técnicas se analizaron muestras de Na*MMT, CHI, CLX,
Na*MMT/CHI, Na*tMMT/CLX y Na*MMT/CHI/CLX.

Los datos de DSC obtenidos se analizaron utilizando el software del equipo
TA Instrument Universal Analisis 2000 y los datos de TGA fueron procesados

utilizando el programa de calculo Excel, Microsoft.

4.3.7 Microscopia Electrénica de Barrido

4371 Morfologia

La morfologia del sistema fue estudiada por SEM, analizando muestras en
estado solido de Na*MMT y Na*MMT/CHI. Los polvos de los sistemas liofilizados
se dispersaron cuidadosamente sobre un soporte, recubierto por una lamina con
pegamento de doble contacto. Las muestras se analizaron sin recubrimiento

metalico.

4.3.7.2 Estudios de Mucoadhesion

Se prepard una suspension de mucina gastrica porcina (MUC) de
concentracion 0,1 mg/mL, y una suspension de Na*MMT y otra de
Na*MMT/CHI/CLX, de 10 mg/mL cada una, todas ellas en una solucion

tamponada de fosfatos pH 7,4 (0,1 M). Se colocaron 3 mL de la solucion de MUC
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y 1 mL de la solucién del nanocompuesto en un vaso de precipitados. Las
suspensiones se dejaron equilibrar por 24 h a temperatura ambiente, con
agitacion constante.

Las  muestras  estudiadas fueron  MUC, MUC:Na*MMT vy
MUC:Na*MMT/CHI/CLX, las cuales se prepararon colocando una gota de la
suspension obtenida, teniendo precaucion de que no sedimente la arcilla, sobre
el soporte del SEM. Las muestras se secaron en una camara de vacio hasta
corroborar la ausencia de agua, pero sin estar deshidratadas. Luego se

recubrieron con oro y se analizaron con el microscopio electronico.

4.3.8 Estudios de Liberacion /n vitro

Los estudios de liberacion /n vitro fueron realizados utilizando la técnica de
dialisis en tubos de membrana de celulosa (Joshi y col., 2010).

Los ensayos se llevaron a cabo a temperatura ambiente, en soluciones de
diferentes valores de pH: HCI 0,1 M (pH 1,2) y soluciones tamponadas de acido
acético: acetato de sodio (55:45) pH 4,2 y 6,8, simulando el pH fisiolégico de la
mucosa oral. En cada ensayo el medio donor fue igual al medio receptor,
utilizdndose en ambos casos la misma solucion tamponada. Las muestras
evaluadas fueron CLX, Na*MMT/CLX 'y Na*MMT/CHI/CLX.

Los ensayos se realizaron con 50 mg de CLX o con una cantidad equivalente
a la CLX pura en los nanocompuestos obtenidos. Las muestras se
resuspendieron con 5 mL de medio donor y se colocaron dentro del saco de la
membrana de celulosa sellado herméticamente (compartimento donor). La
membrana se hidrat6 con medio donor durante 2 h previas al comienzo del
ensayo. Finalmente, la bolsa de dialisis se sumergi6 en 200 mL de medio
receptor y se mantuvo con agitacion constante, a temperatura ambiente. Se
tomaron muestras de 5 mL cada una, con reposicion de medio fresco, a
intervalos de tiempos determinados por 24 h. La cantidad de principio activo
presente en las muestras se cuantifico utilizando un espectrofotometro UV-Vis a
una A= 255 nm. Cada ensayo se realiz6 por triplicado.

La cantidad de CLX liberada se expresd en porcentaje, considerando el

100% a la cantidad inicial de principio activo colocado en la bolsa de dialisis.
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Para analizar la cinética de los datos se utilizd el modelo de Korsmeyer -
Peppas (Korsmeyer y col., 1983), el cual esta basado en la ley de Fick. Este
modelo es util para predecir el mecanismo de liberacion teniendo en cuenta las
primeras horas del ensayo, en donde el perfil de la liberacion es lineal (ecuacion
4.3) (Jose y col., 2013).

Mt/M = Kxt" Ecuacion 4.3

Para despejar el valor n se trabajé con la forma logaritmica de la ecuacion

4.3 de acuerdo a la siguiente expresion, ecuacion 4.4:
log % = logK + nlogt Ecuacion 4.4

en donde, MyM. es la fraccion de farmaco liberado a tiempo t, K es una
constante, n es el exponente de difusion y ¢ es el tiempo de liberacién. De
acuerdo con este modelo, el valor de n obtenido de la pendiente, que surge de
graficar el logaritmo de la fraccién de farmaco liberado en funcién del logaritmo

del tiempo, permite suponer el mecanismo de liberacién del farmaco.

4.3.9 Estudios Microbiolégicos /n vitro

La actividad antibacteriana se evaluo /n vifro utilizando la técnica de discos
de difusion en placas de Petri, frente a cepas de Sitgphylococcus aureus,
utilizando como referencia la cepa ATCC 25923, y como cepas clinicas a 235,
787, 2127, 2804, 2387, 123, 43300.

Se esterilizaron placas de Petri de 90 mm de diametro, conteniendo 15 mL
del medio de cultivo agar Mueller — Hinton. Los cultivos de las cepas se
prepararon en 10 mL de caldo Mueller — Hinton y se incubaron por 18 h.
Transcurrido el tiempo previsto, los cultivos se agitaron con un vortex y se
prepararon diluciones 1/10 en PBS, para luego sembrarse en la superficie de las

placas de Petri e incubadas por 24 h.
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Se impregnaron discos de papel de 8 mm de diametro, previamente
esterilizados, con 10 pL de una suspension de 20 mg/mL en agua de cada una
de las muestras a ensayar: CLX, Na*MMT/CHI, Na*MMT/CLX,
Na*MMT/CHI/CLX. Los discos se colocaron sobre las placas de agar sembradas
y se incubaron a 37 °C por 24 h. Finalizado el ensayo, se midié el halo de
inhibicion, de un extremo al otro, incluyendo el diametro del disco de papel.
Mientras mayor es el halo de inhibicién, mayor es la actividad antimicrobiana del
compuesto. Los experimentos se realizaron por duplicado y los resultados se
expresaron en milimetros (mm).

Los ensayos microbiolégicos se realizaron en colaboracion con la Dra.
Paulina Paez, investigadora de UNITEFA-CONICET, en el departamento de

Farmacia, de la Facultad de Ciencias Quimicas, UNC.

4.3.10 Analisis Estadistico de los Datos

El analisis estadistico de los datos se realiz6 utilizado el test-f de Student.
En este test, se rechaza la hipotesis nula (Ho) cuando p < 0 al nivel de
significaciéon elegido. Es decir si se trabaja con un 95% de confianza, p = 0,05.
Ho plantea que no hay diferencia entre las muestras comparadas. Por lo tanto,
se considera que una diferencia es estadisticamente significativa cuando se

cumple que p < 0,05, siendo p la probabilidad.

4.4 Resultados y Discusion

4.4.1 Obtencién de los Bionanocompuestos

Los bionanocompuestos se sintetizaron siguiendo la metodologia de trabajo
propuesta, obteniéndose la siguiente variedad de productos: MMT/CHI,
Na*MMT, Na*MMT/CHI, Na*tMMT/CLX y Na*MMT/CHI/CLX.

Los sistemas fueron ampliamente caracterizados, utilizando diversas

técnicas fisicoquimicas.
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4.4.2 Eficiencia de Asociacion y de Carga de la CLX

La cantidad de CLX incorporada a los nanocompuestos se determiné
utilizando una curva de calibrado en un rango de concentraciones de 1,4x10-> M
a 7x105 M en agua, a una A= 255 nm. Los resultados del ajuste de la recta se

muestran en la figura 4.2.
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Figura 4.2: Curva de calibrado de CLX en agua, A= 255 nm.

Se calculd la eficiencia de asociaciéon y de cargado de la CLX en los
sistemas, utilizando las ecuaciones 4.1 y 4.2. Los resultados indicaron que la
Na*MMT tuvo una eficiencia de asociacion de CLX del (19 = 2)% y una eficiencia
de carga de la CLX del (34 + 3)%, mientras que los resultados correspondientes
para el sistema Na*MMT/CHI fueron del (15 £ 2)% y (26 + 4)%, respectivamente.

Estos valores indicaron que la Na*MMT incorpord en su estructura mayor
cantidad de CLX en comparacion al sistema Na*MMT/CHI; lo cual podria
deberse a una fuerte interaccidn electrostatica existente entre las cargas
negativas de la NatMMT con las cargas positivas de la CLX. La diferencia en los
resultados, fue corroborada estadisticamente por medio del test de Student, ya
que el valor de p calculado para la eficiencia de asociacion fue de 0,0027 y de
0,00055 para la eficiencia de cargado, cumpliéndose en ambos casos p < 0,05.

Los resultados se presentan en la tabla 4.1.

175



Tabla 4. 1: Eficiencia de asociacion y de cargado.

Sistema NatMMT/CLX Na+tMMT/CHI/CLX p
Eficiencia de

asociacion (%) (£DS)

19+ 2 15+ 2 0,0027

Eficiencia de cargado

34+3 26 + 4 0,0005
(%) (+DS)

4.4.3 Espectrometria de Fluorescencia de Rayos X

En el analisis elemental por XRF, la muestra se irradia con rayos X de alta
energia. Por la radiacion se desalojan electrones de las capas internas de los
atomos, siendo inmediatamente ocupadas las posiciones libres que dejan, por
electrones de las capas externas. Estos electrones exteriores pasan asi a un
estado de menor energia, emitiéndose simultaneamente la energia liberada
como radiacion X de longitud de onda caracteristica y tipica de cada clase de
atomo o elemento. La intensidad de esta radiacion caracteristica emitida, la cual
se mide, es proporcional a las cantidades de los respectivos elementos
presentes en la muestra que se analiza (Knofel, 1983). Esta técnica es muy
utilizada para el andlisis elemental y analisis quimico, particularmente en la
investigacion de metales, vidrios, ceramicos, materiales de construccion, etc.

Se utilizé la técnica de XRF para determinar la composicion quimica de las
muestras de MMT, Na*MMT, MMT/CHI y Na*MMT/CHI. En este estudio se
utilizaron tanto, la arcilla en su estado puro, como la arcilla sédica, para poder
comparar la composicion de cada una de las muestras. Los resultados obtenidos
para cada una de las muestras analizadas se muestran en la tabla 4.2, en donde
los elementos quimicos se presentan en su forma de 6xido.

En la muestra de NatMMT se pudo observar claramente la presencia de
sodio (Na), aluminio (Al) y silicio (Si); mientras que para la muestra de MMT en
su estado original, el Na esta ausente. De esta manera se corrobora que el
procedimiento empleado para intercalar Na* en la estructura de la MMT fue
efectivo.
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Las muestras que contienen CHI en su estructura, evidenciaron la presencia
de carbono (C), lo cual esta asociado exclusivamente al polimero presente en la
muestra analizada. Comparando la cantidad de C en cada una de las muestras
de MMT/CHI y Na*MMT/CHI, observamos un 9% y un 15% de CHI,
respectivamente. Este aumento en la cantidad de CHI, que forma parte del
nanocompuesto obtenido con la Na*MMT, podria deberse a que los iones Na*
son facilmente intercambiables con las cadenas poliméricas de CHI (Monvisade
y col., 2009), favoreciendo asi la interaccion entre el polimero y la arcilla,
aumentando de esta manera la proporcién del polimero en el sistema.

De este modo, queda comprobado que la metodologia empleada para

obtener los diferentes sistemas nanoestructurados, fue efectiva.

Tabla 4.2: Composicion elemental de las muestras analizadas por XRF.

Compuesto MMT Na*MMT MMT/CHI Na*MMT/CHI
(% masa) (% masa) (% masa) (% masa)

SiO» 77,9 71,3 69,5 63,6
Al2O3 14,2 13,4 14,3 14,9
Fe203 3,6 3,4 3,3 3,2

K20 2,1 1,9 1,8 1,6
MgO 1,3 1,9 1,5 1,1

TiO2 0,7 0,8 0,6 0,6
CaO 0,2 - 0,1 -

Br 0,04 - 0,009 -
ZrO; 0,04 0,04 0,02 0,03
Na2O - 7,2 - -

C - - 8,9 15,0
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444 Espectroscopia Infrarroja

Los fundamentos de esta técnica fueron mencionados anteriormente en la
seccion 2.2.4.2 del capitulo 2 de este trabajo de tesis.

Se compararon y examinaron los espectros FT-IR de los nhanocompuestos y
sus componentes puros para determinar posibles interacciones entre ellos.

El espectro de la Na*MMT (figura 4.3) presenté una banda de absorcion
ancha entre 3100 - 3700 cm-! debido a los grupos hidroxilos de la matriz de la
arcilla y del agua adsorbida, y una banda de absorcion intensa en el rango de
1000 - 1200 cm-* debido al estiramiento de los grupos silicatos Si-O-Si. También,
se observo una banda caracteristica a 1632 cm-! que se atribuy6 a las moléculas
de agua directamente coordinadas con los cationes intercambiables de la arcilla
(Paluszkiewicz y col., 2011).

Por su parte, el espectro del CHI (figura 4.3) exhibié un pico asociado a la
vibracion de enlaces carbonilos de los grupos amida CONH-R a 1656 cm-! y un
pico a 1587 cm-! correspondiente a las vibraciones de los grupos aminos (NH>).
Ademas, su espectro mostr6 una banda tipica entre 3100 - 3700 cm-!
correspondiente a los grupos —OH y -NH (Paluszkiewicz y col., 2011).

El FT-IR de la CLX (figura 4.3) mostr6 bandas caracteristicas de este
farmaco a 1640 cm-! correspondiente a la vibracion de estiramiento de C=N-H,
asi como bandas de absorcion correspondiente a los estiramientos aromaticos
de C=C localizados a 1520 cm-' y 1400 cm-'. Los picos a 2923 y 2864 cm-' se
atribuyeron al estiramiento de los CH2C-C de los grupos metilenos de la CLX.
También, su espectro mostré una banda caracteristica entre 3100 - 3700 cm-!

correspondiente a los grupos —OH y —NH (HoleSova y col., 2014).
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Figura 4.3: FT-IT de los compuestos puros: Na*MMT, CHI, CLX.

En el espectro FT-IR del nanocompuesto Na*MMT/CHI (figura 4.4), el pico
del CHI correspondiente a los grupos —NH2, que inicialmente estaba a 1587 cm-
1, tuvo un corrimiento a 1514 cm, lo cual se asocié con la deformacion
vibracional del grupo amino protonado (-NHs*) del CHI, indicando interaccion
electrostatica entre el polimero cationico y las cargas negativas de los grupos
sialicos de la arcilla (Monvisade y col., 2009). Este resultado estuvo en
concordancia con los obtenidos por otras técnicas, las cuales revelaron que el

CHI efectivamente interacciona con la arcilla.
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Figura 4.4: FT-IT de los compuestos puros y del sistema Na*MMT/CHI.

En el caso del nanocompuesto Na*MMT/CLX (figura 4.5), las bandas en la
region de 3400 - 3200 cm-', fueron atribuidas al estiramiento asimétrico y
simétrico de las bandas de los grupos -NH de la CLX, respectivamente. Una
manera de corroborar que efectivamente ocurre la intercalacion de un compuesto
organico con la arcilla, es haciendo un analisis del efecto del agua intercambiable
que ocurre en la region de los 1640 cm-'. Debido a que la senal de C=N de la
CLX pura también aparece en la zona de 1640 cm!, ambas sefales se
superponen, por lo cual la banda caracteristica del agua estructural de la arcilla
no se pudo observar claramente; y por lo tanto, no se pudo determinar

exactamente la ubicacion del farmaco en la estructura de la arcilla.

180



Capitulo 4. Bionanocompuestos

* Na*MMT

N
(93
©
=

Transmitancia, %

3350

- Na*MMT/CLX

R AL

3370
3200
1640

4000 ' ' " 3000 ' ' " 2000 ' ' " 1000
Longitud de onda (cm-1)

Figura 4.5: FT-IT de los compuestos puros y del sistema Na*MMT/CLX.

En la figura 4.6 se muestra el espectro FT-IR correspondiente al
nanocompuesto Na*MMT/CHI/CLX. Se observé una banda alrededor de los
3626 cm-! debida al modo de estiramiento del grupo —OH de Al-OH, |la banda en
el rango de 1000 — 1200 cm' se atribuyd al estiramiento Si-O-Si del grupo
silicato. Las bandas en el rango de 3500 — 3300 cm-' fueron asignadas al
estiramiento simétrico y asimétrico de las vibraciones de los grupos —NH, tanto
de la CLX como del CHI; los picos a 2926 cm-!' y 2862 cm-! se atribuyeron al
estiramiento CH2C-H de los grupos metilenos de la CLX. La vibracién de
estiramiento del grupo imina (C=N) de la CLX aparecio a 1632 cm-!, superpuesto
al modo de flexion del agua adsorbida. Las bandas correspondientes a los anillos
aromaticos de la CLX aparecieron en el rango de 1550 — 1300 cm. La
superposicion de bandas de la CLX con las del CHI y de la MMT, impide una

clara descripcion de las interacciones entre los tres componentes en el sistema.
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Figura 4.6: FT-IT de los compuestos puros y del sistema Na*MMT/CHI/CLX.

4.4.5 Espectroscopia de Rayos X

La espectroscopia de difraccion de rayos X (XRD) es una técnica versatil y
no destructiva, que proporciona informacion detallada de la composicion quimica
y estructural de los materiales estudiados. Las aplicaciones tipicas de esta
metodologia incluyen la determinacidén de estructuras cristalinas, la evaluacion
de las estructuras de polimorfos y solvatos, la determinacién del grado de
cristalinidad y el estudio de transiciones de fase.

Con el objetivo de entender como el CHI interactua con la arcilla mineral, se
realizaron analisis de XRD para medir el espacio de separacién entre las laminas
(d) de la Na*MMT. Este valor d representa el espesor de la plaqueta de arcilla
mas la distancia interlaminas (Celis y col., 2012). La figura 4.7 muestra los
patrones de XRD de los nanocompuestos y de sus componentes puros.

El CHI muestra un patron de XRD tipico de un polvo de baja cristalinidad,
con bandas de difraccion alrededor de 26 ~10°, 20° y 40°. Estas reflexiones a
bajas intensidades son debidas a las regiones cristalinas que se forman por los
enlaces de hidrégeno, entre los grupos aminos e hidroxilos de las cadenas de
CHI (Gunister y col., 2007).
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El patrén de difraccion para la CLX es similar al del CHI, ya que también se
trata de un polvo de baja cristalinidad, encontrandose una banda de difraccidon
alrededor de 26 ~ 20°.

El difractograma de Na*MMT, presenta el espaciado basal esperado (d001)
de 12,5 A (20 ~ 8,8°), consistente con la presencia de Na* en las interlaminas

con una capa de hidratacion (Hua y col., 2010).

—Nat+MMT

——Na+MMT/CHI

——Nat+MMT/CLX
Na+MMT/CHI/CLX

—CLX

—CHI

Intensidad

20 (grados)

Figura 4.7: Patron de difraccion de rayos X.

En la figura 4.8, se muestran los difractogramas ampliados de los sistemas
obtenidos y de la arcilla sddica, en el rango de 20 ~ 7° a 11°, en donde se pueden
observar claramente los corrimientos de la banda correspondiente a la arcilla, en
el cual se basa la siguiente discusion de los resultados. Para el nanocompuesto
Na*MMT/CHI, la difraccion basal observada fue también 26 ~ 8,9°, aunque la
banda de la arcilla se movi6 levemente hacia la derecha, lo cual indicaria que el
CHI no ingreso lo suficiente al espacio interlaminar de la arcilla mineral, sino que
el mismo estaria presente en la superficie de la misma (Gunister y col., 2007). El
patrén de XRD del sistema Na*MMT/CLX, mostré un patrén de difraccion similar

al de la arcilla sodica (26 ~ 8,8°), aunque presenta un patrén de difraccion menos
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resuelto, comparado con el patréon de difraccion de la Na*MMT; este resultado
sugiere que la CLX también estaria adsorbida en la superficie de la arcilla.
Resultados similares se observaron con el nanocompuesto NatMMT/CHI/CLX,
en donde el patrén de difraccidn exhibié una diferencia mas marcada en cuanto
al espaciado basal de la Na*MMT (26 ~ 9°), ya que la banda de interés se
desplazé hacia la derecha y se observaron picos mas anchos.

Debido a que en todos los casos se mantuvo el pico caracteristico del
Na*MMT alrededor de 206 ~ 9°, estos resultados estarian indicando que las
interlaminas de la MMT permanecen ocupadas por los iones Na* y no
intercambiadas totalmente por el CHI, sino que el polimero se encontraria
adsorbido en la superficie de la arcilla, debido a las fuertes interacciones que
ocurren entre éste y la arcilla (Gao y col., 2014).

—Na+MMT

—Na+MMT/CHI

—Na+MMT/CLX
Na+MMT/CHI/CLX

Intensidad

Ww

e, S
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Figura 4.8: Patron de difraccion de rayos X ampliado
El resultado de este analisis de XRD sugiere que existen interacciones,

fundamentalmente superficiales, entre los distintos componentes de las

muestras analizadas, dando origen a los distintos nanocompuestos.
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446 Analisis térmico: DSC/TGA

Los analisis térmicos se realizaron con el fin de determinar el
comportamiento térmico de los diferentes sistemas sintetizados. Los
fundamentos de esta técnica se presentaron con anterioridad, en la seccion
2.2.4.1 del capitulo 2 de este trabajo de tesis.

Las curvas de DSC y TGA, correspondientes a CHI, se presentan en la figura
4.9, en donde se observaron tres procesos térmicos. El primer evento, con un
maximo a 111 °C ocurri6 con una pérdida de peso del 8,6 %, debido a la
deshidratacion del polimero, seguido de otros dos eventos, a 295 °Cy a 524 °C,
con una pérdida de peso del 59 y 33%, respectivamente, los cuales se
atribuyeron a la descomposicion seguida de la degradacion del polimero (Oh y
col., 2015).
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Figura 4.9: DSC y TGA de CH/

Con respecto a la Na*MMT (figura 4.10), se observé una pérdida de peso del
10% en el rango de temperaturas estudiado, lo cual se relacioné con la
deshidratacion del material. En las curvas de TGA, se observo que la maxima
deshidratacion de la arcilla ocurre aproximadamente a 90 °C, lo cual se atribuyo
a la pérdida de moléculas de agua provenientes del agua adsorbida en la
superficie de la Na*MMT. Posteriormente, la deshidratacién continud, pero sin
presentar picos definidos en la curva de TGA, por lo cual se asocié a una

deshidratacion constante, probablemente debido a la pérdida de las moléculas
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de agua coordinadas con los iones presentes en la arcilla (agua estructural)
(Familiari y col., 2007).
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Figura 4.10: DSC y TGA de Na*MMT

La formacion del nanocompuesto entre la NatMMT y el CHI genero
numerosos pasos de descomposicion. Las curvas de DSC y TGA del sistema
Na*MMT/CHI (figura 4.11) mostraron picos a 87, 240, 457 y 563 °C. El primer
evento se asocio con la deshidratacion del nanocompuesto, con un maximo a
87°C. Posteriormente, comenzaron los eventos de degradacion vy
descomposicion del polimero, con pérdida de peso maximo de 14%, mientras
que el contenido de agua del nanocompuesto fue de 2%. Debido a que en estas
condiciones experimentales el CHI se descompone totalmente y la Na*MMT es
estable, se pudo determinar desde los termogramas de TGA que el contenido de
CHI en el polvo del nanocompuesto fue de alrededor de 14%, resultado que

coincidié con el obtenido por XRF.
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Figura 4.11: DSC y TGA del sistema Na*MMT/CH/

186



Capitulo 4. Bionanocompuestos

Por otro lado, las curvas de DSC/TGA del sistema Na*MMT/CLX (figura 4.12)
presento varios picos alrededor de 76, 183, 326 y 480 °C, y un hombro a 217 °C.
Como ya se menciono anteriormente, la arcilla es térmicamente estable, por lo
cual la pérdida de peso observada se atribuyd a la evaporacion y/o
descomposicién de la CLX incorporada en el sistema. La pérdida de peso
ocurrida a alrededor de los 100 °C fue, de 2%, lo cual se asign6 a la
deshidratacion del sistema; mientras que el hombro que se observé a 217 °C
correspondio6 a la evaporaciéon de la CLX adsorbida fisicamente en la estructura
de la arcilla. Los picos a 326 y 480 °C podrian deberse a la descomposicién y
degradacion del farmaco que estaria intercalado en las laminas de la arcilla. La

pérdida de peso observada fue de 40%.
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Figura 4.12: DSC y TGA del sistema Na*MMT/CLX.

El analisis térmico determin6é que la pérdida de peso para el sistema
Na*MMT/CHI/CLX fue del 48% (figura 4.13). La curva de TGA no presentd picos
definidos, lo cual indica que la degradacion y descomposicion, tanto del CHI
como de la CLX, en el nanocompuesto ocurrié gradualmente y a un ritmo
uniforme. Este resultado sugiere una mayor estabilidad para los compuestos de
origen organico que estarian interaccionando con la estructura de la arcilla

mineral.
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Figura 4.13: DSC y TGA del sistema Na*MMT/CHI/CLX.

447 Microscopia Electronica de Barrido

La técnica de microscopia electronica de barrido (SEM), fue descrita en la
seccion 3.1.3.5 del capitulo 3 de este trabajo de tesis. El SEM, en este caso, se
utilizé con dos objetivos diferentes:

» Para conocer la superficie y morfologia general de la NatMMT vy del

sistema Na*MMT/CHI.

» Para realizar estudios de mucoadhesion con mucina gastrica porcina.

4471 Morfologia

En la figura 4.14, se muestra una imagen de SEM obtenida de una muestra
de Na*MMT, en donde se pudo identificar la estructura laminar de la arcilla y los
bordes bien definidos de este material.

En el caso de la muestra de Na*MMT/CHlI, la imagen que se obtuvo por SEM
(figura 4.15) es diferente con respecto a la imagen obtenida para la NatMMT. La
diferencia fundamental es que no se pudo identificar la estructura laminar ni los
bordes bien definidos observados en la imagen de la arcilla utilizada como
referencia, ya que la Na*MMT estaria recubierta uniformemente por el CHI.

Estas imagenes sugieren que el CHI interacciona efectivamente con la
arcilla, dando origen de esta manera a un nanocompuesto hibrido organico-

inorganico, con una morfologia diferente a las de sus materiales de origen.
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Figura 4.14: Imagen de SEM de la Na*MMT. Escala 1 um, 10000x.
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Figura 4.15: Imagen de SEM de Na*MMT/CHI. Escala 1 um, 20000x.

4472 Estudios de Mucoadhesion

Ha crecido la atencion en el campo farmacéutico sobre el concepto de
mucoadhesién, ya que provee la oportunidad de nuevas formas de dosificacion,
novedosas y altamente eficientes, para la administracion bucal de los farmacos
(Ayensu y col., 2012).

La mucina es el principal componente de la capa de mucus que recubre la

mucosa de los érganos y superficies internas del cuerpo. La determinaciéon de

189



las propiedades mucoadhesivas utilizando SEM, se bas6 en detectar cambios
estructurales de la mucina, cuando ésta se pone en contacto con compuestos
mucoadhesivos.

Los ensayos de mucoadhesién tuvieron como objetivo determinar las
interacciones adhesivas de la Na*MMT y del nanocompuesto Na*MMT/CHI/CLX
con la MUC. La técnica utilizada en estos estudios y los fundamentos ya han sido
descritos en la seccidn 3.2.3.1.2 del capitulo 3 de la presente tesis doctoral.

Se analizaron imagenes de la MUC, las cuales fueron utilizadas como blanco
de referencia y de los sistemas MUC:Na*MMT y MUC:Na*MMT/CHI/CLX.

La imagen de la figura 4.16 corresponde a una muestra de mucina en donde
se observo la estructura caracteristica de esta glicoproteina. La mucina en su
estado hidratado, tiene las fibras expandidas y ocupa todo el volumen en forma

continua.

EMT= 300KV Signal A= InLens Date 20 Aug 2015 N7 ! EMT= 300KV  Signel A= InLens
WD= 28mm  Signel 8= InLens Aperture Sze = 2000 pm SN/ 1 WD= 28mm _ Signal B = inLens
Mag= 114KX ScanSpeed=8 Width = 100.0 pm Mag= 1143KX ScanSpeed=8

Figura 4.16: Mucina. a) Escala 10 um, 1140x. b) Escala 1 um, 11430x.

La imagen de la figura 4.17 fue tomada a una muestra de MUC con el
agregado de Na*MMT; en la cual se pudo observar claramente que no se
establecieron interacciones entre los compuestos, ya que se observa la
presencia de cada componente en la muestra. Esto es debido a que al pH de
trabajo (pH 7,4), ambos compuestos se encuentran cargados negativamente.

La MUC se adsorbié de manera globular sobre la superficie de la Na*tMMT.

Esta estructura esférica de la MUC es compatible con la agregacion de ella.
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En las imagenes tomadas de la muestra de mucina en presencia del
nanocompuesto Na*MMT/CHI/CLX, se observé una situacion totalmente
diferente a las observadas en las muestras anteriores. El agregado del
nanocompuesto Na*MMT/CHI/CLX provocd cambios notables en la red de la
mucina (figura 4.18). Las fibras parecen agregarse entre ellas, dejando huecos
en la estructura. Esta agregacion de las fibras probablemente sea debida a la
deshidratacion que sufre la MUC al interaccionar con el CHI presente en el

nanocompuesto.

Se sabe que el CHI posee propiedades mucoadhesivas, debido a la
presencia de numerosos grupos aminos en las cadenas del polimero, que se
encuentran protonados a pH fisiolégico (Willits y col., 2001). Estos forman
enlaces de hidrégeno con las glicoproteinas del mucus y también interaccionan
ibnicamente con los residuos de acido sialico y con la carga negativa de la
mucina (Albarkah y col., 2015; Silva y col., 2012).
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Figura 4.18: MUC:Na*MMT/CHI/CLX. a) Escala 10 um, 1740x.
b) Escala 1 um, 11430x.

En base a esta evidencia se puede decir que, efectivamente, existe una
interaccidn entre el nanocompuesto y la mucina, la cual se establece debido a
la presencia de CHI en la muestra, que es el responsable de conferir propiedades
mucoadhesivas al sistema.

Aunque las condiciones utilizadas en este modelo son mas simples que el
tipico entorno /n vivo, el conocimiento resultante permite el disefo racional de
materiales nanoestructurados basados en CHI para la entrega transmucosal

especifica de farmacos.

4.4.8 Estudios de Liberacion in vitro

Los estudios de liberacion /in vitro se utilizan comunmente para caracterizar
la liberacidon de los farmacos desde sus sistemas de transporte. Para este fin, se
realizaron los ensayos aplicando la técnica de dialisis en tubos con membranas
de celulosa, con el objetivo de determinar la cinética de liberacion.

Los estudios de liberacion se llevaron a cabo con una membrana de celulosa
con un tamano de poro de 14 KDa para separar el compartimento donor, el cual

contenia al sistema nanoparticulado cargado con el principio activo, del
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compartimento receptor, el cual mantuvo las condiciones de sumidero? para el
farmaco con respecto al compartimento donor.

Se cuantificé el principio activo, presente en las muestras tomadas de la
solucion del compartimento receptor, por espectroscopia UV-Vis, a A= 255 nm.
Los resultados obtenidos de los ensayos realizados se graficaron como el
porcentaje de farmaco liberado (% Fco liberado) en funcién del tiempo (h), con
el fin de obtener el perfil de liberacion de CLX de cada sistema. A partir de dichos
perfiles, se estimo la constante de liberacion y el tipo de mecanismo involucrado
en este proceso, utilizando la ecuacién 4.4.

Para hacer una buena interpretacion de los resultados se tuvo en cuenta que
la aparicion del farmaco en el compartimento receptor de la didlisis, es el
resultado de la secuencia de dos pasos: primero, el farmaco se libera de la matriz
nanoparticulada al medio de dispersion (compartimento donor) v,
posteriormente, el principio activo atraviesa la membrana de dialisis. Asumiendo
que el transporte del farmaco, desde el compartimento donor, esta controlado
por el primer paso, se puede asumir que no existe resistencia por la membrana
al transporte del farmaco (Zambito y col., 2012). Para corroborar que realmente
no existe dicha resistencia, se realizé el ensayo en las mismas condiciones

experimentales con el farmaco puro.

2 El término de condiciéon de sumidero surge a partir de que la concentracion de un farmaco a
ambos lados de la capa epitelial de la pared intestinal, se aproxima al equilibrio en un breve lapso
y que el TGI actua como un sumidero natural; es decir, el farmaco es absorbido de manera
inmediata cuando se solubiliza. Para simular esta condicion de sumidero /n vivo, las pruebas de
liberacién o disoluciéon /n vifro se llevan a cabo empleando un gran volumen de medio de
disolucién, o bien, reponiendo el volumen extraido en cada alicuota con medio fresco, de modo

que la concentracién del soluto nunca supera el 10 0 15 % de su solubilidad maxima.
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Los ensayos de liberacion se llevaron a cabo con la CLX y los sistemas
Na*MMT/CLX y Na*MMT/CHI/CLX, en soluciones tamponadas de diferentes
valores de pH: 1,2; 4,2 y 6,8, a temperatura ambiente, durante 24 h.

Los primeros ensayos se realizaron con la CLX pura, para conocer la
liberacion de referencia. Se pudo observar que la liberacion de la CLX ocurridé
rapidamente en las soluciones de pH 4,2 y 6,8, siendo mas lenta la velocidad de
liberacion a pH 1,2. En todos los casos se liberé mas del 80% del principio activo

en las primeras 4 h. Los perfiles de liberacion se presentan en el grafico de la

figura 4.19.
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Figura 4. 19: Perfiles de liberacion de CLX a diferentes valores de pH.

Los porcentajes de farmaco liberado desde el nanocompuesto
Na*MMT/CLX, luego de 24 h, a pH 1,2; 4,2 y 6,8 fueron del 22, 13 y 6%,
respectivamente. Mientras que la liberacién en este mismo periodo de tiempo
desde el sistema Na*MMT/CHI/CLX a los mismos valores de pH fue del 32, 24 y
12%, respectivamente. Los perfiles de liberacidén se presentan en la figura 4.20.

En ninguna de las dos formulaciones, se observo una descarga inicial rapida de

CLX.
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Figura 4.20: Perfiles de liberacion de CLX desde Na*MMT y Na*MMT/CHI a

diferentes valores de pH.

Los resultados sugieren que se obtuvo un sistema de liberacién de farmacos
modificado, ya que la velocidad de liberacién del principio activo disminuye
cuando se encuentra asociado a la Na*MMT o al sistema Na*MMT/CHI. Este
comportamiento diferente, entre los dos nanocompuestos de CLX en
comparacién con la CLX sola, podria deberse a que las cargas positivas de la
CLX interaccionan fuertemente con las cargas negativas de la arcilla de ambos
sistemas, Na*MMT y Na*MMT/CHI, haciendo la liberacion del farmaco mas lenta.
Esta hipotesis tiene sus fundamentos en que en el rango de valores de pH
estudiado, las cargas negativas de la arcilla aumentan a medida que aumenta el
valor de pH, mientras que el farmaco se mantendria cargado positivamente ya
que sus valores de pKa son 2,3y 10,3.

A los tres valores de pH estudiados, se observé que la presencia del CHI en
el nanocompuesto modifica la interaccion entre el farmaco y la arcilla. Los perfiles
de liberacién evidenciaron que se liberé una mayor cantidad de CLX y a mayor
velocidad, desde el nanocompuesto Na*MMT/CHI/CLX, comparado con el

sistema Na*MMT/CLX.
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El porcentaje acumulado de la liberacion de farmaco, tuvo la siguiente
secuencia, CLX > Na*MMT/CHI/CLX > Na*MMT/CLX, en todo el rango de pH

estudiado. Los resultados se presentan en la tabla 4.3.

Tabla 4.3: Porcentajes acumulados de liberacion de CLX.

Muestras pH % CLX liberada (xDS)

1,2 96 + 1

CLX 4,1 100 £ 2

6,8 100 + 4

1,2 24 + 1

Na*MMT/CLX 4,1 131
6,8 6+1

1,2 32+2

Na*MMT/CHI/CLX 4,1 24 + 1
6,8 12 + 1

Se realizd un analisis estadistico con los datos obtenidos, para corroborar si
efectivamente el porcentaje liberado de CLX es diferente con los distintos
sistemas, NatMMT/CLX y Na*MMT/CHI/CLX. Los resultados obtenidos de este
analisis, indicé que los porcentajes de farmaco liberado son estadisticamente
diferentes, a los distintos valores de pH estudiados (1,2; 4,2; 6,8), siendo el valor
de p, para cada uno, de 0,0128; 0,0006 y 0,0007, respectivamente,
cumpliéndose en todos los casos una p < 0,05.

El mecanismo de liberacion de la CLX, desde los distintos sistemas, se
estimo utilizando la ecuacion de Korsmeyer-Peppas (ecuacién 4.4), con la cual
se pudo calcular el valor de la pendiente (n) y del coeficiente de correlacion (7).

El valor de nes indicativo del tipo de mecanismo que gobierna la liberacion,

de acuerdo a lo siguiente (Jose y col., 2013):
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* Menor a 0,5, se puede deber a la difusidon parcial del farmaco a través
de la matriz hinchada.

* Aproximadamente a 0,5, sugiere que se trata de un mecanismo
controlado por una difusién pura (de Fick), es decir, que se basa
solamente en la diferencia de concentracién del farmaco adentro y
afuera del compartimento donor.

» Entre 0,5y 1, indica una cinética de transporte anémalo (no obedece a
las leyes de Fick), es decir, que la difusion del farmaco a través de la
matriz depende del hinchamiento de la misma y/o de la relajacion de las
cadenas poliméricas.

Los resultados obtenidos al aplicar la ecuaciéon del modelo de liberaciéon de

Korsmeyer-Peppas, se presentan en la tabla 4.4.

Tabla 4.4. Modelo de liberacion de Korsmeyer — Peppas.

Ajuste Korsmeyer-Peppas

Muestras pH
N r2 Modelo
1,2 0,5828 0,979
No obedece a las
Na*MMT/CLX 4.1 0,6532 0,9942 ,
leyes de Fick
6,8 0,7365 0,9919
1,2 0,5679 0,984
No obedece a las
Na*MMT/CHI/CLX 4.1 0,6518 0,972 ,
leyes de Fick
6,8 0,664 0,9814

Los valores de n calculados para los distintos sistemas, sugieren que el
mecanismo de liberacion del farmaco, desde ambos nanocompuestos
Na*MMT/CHI/CLX y Na*MMT/CLX, no obedecen a las leyes de Fick, es decir,
que la liberacion se produce por medio de un mecanismo que depende del

hinchamiento y la deformacién de las cadenas de la matriz polimérica.
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4.4.9 Estudios Microbiolégicos /n vifro

La técnica de difusion de discos en agar, es un método sencillo y flexible en
cuanto a los antimicrobianos a estudiar, pero requiere de un riguroso control de
todas sus variables para obtener resultados confiables. Esta ideado para
determinar la sensibilidad de microorganismos de crecimiento rapido y es
aplicable a agentes antimicrobianos que difundan bien desde los discos, ya que
de lo contrario, podrian estar dando como resultado falsas resistencias. Si la
prueba de difusién con disco en agar esta bien estandarizada, permite clasificar
a los microorganismos en cuatro categorias, segun los resultados obtenidos del
diametro de los halos de inhibicion obtenidos: resistentes, intermedios,
moderadamente sensibles y sensibles, y relacionarlos con la concentracion
minima inhibitoria (Salamanca, 2012).

En la figura 4.21 se muestra una fotografia de las placas de Petri sembradas
con S. aureusy los discos de difusidn embebidos con las muestras a estudiar:
CLX (como control), NatMMT/CHI, Na*MMT/CHI/CLX y Na*tMMT/CLX, en donde
se observan claramente los halos de inhibicion obtenidos.

Los ensayos microbiolégicos se llevaron a cabo frente a 8 cepas diferentes
de S. aureus;, todos ellos por duplicado, encontrandose resultados similares con
todas las cepas, los cuales se presentan en la tabla 4.5.

Se tomd como referencia el halo de inhibicion de la CLX sola, la cual
demuestra tener actividad antimicrobiana frente a S. aureus. Al comparar los
halos de inhibicion de referencia, con los obtenidos con el sistema
Na*MMMT/CHI/CLX, se observo que éstos son estadisticamente similares entre
si (p = 0,9); mientras que el sistema Na*MMT/CLX demostrd tener halos de
inhibicion estadisticamente mayores (p = 0,005), lo cual podria deberse a que

el sistema binario tiene mayor cantidad de CLX asociado a él.
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Figura 4.21: Imagen de los estudios en discos de difusion en agar.

Referencias: 1) CLX. 2) Na*MMT/CLX. 3) Na*MMT/CHI/CLX. 4) Na*MMT/CHI.

Tabla 4.5: Actividad antimicrobiana segun el ensayo de difusion de discos.

Cepa bacteriana

Zona de inhibicién + DS (mm)

CLX Na*MMT/CLX Na*MMT/CHI/CLX Na*MMT/CHI

S. aureus ATCC
95993 1,2+ 0,1 1,4+ 0,1 1,2+ 0,1 No inhibicién
S. aureus235 1,801 21+0,1 1,6 £0,1 No inhibicién
S. aureus787 1,8 +0,1 2101 1,6 £ 0,1 No inhibicién
S. aureus2127 1,5+ 0,1 2001 1,6 £ 0,1 No inhibicién
S. aureus2804 1,501 20+0,1 1,6 £0,1 No inhibicién
S. aureus123 1,501 1,9+0,1 1,6 £0,1 No inhibicién
S. aureus 43300 1,6 +0,1 25+0,1 1,7+0,1 No inhibicién
S. aureus 2387 1,9+0,1 2001 1,8 £ 0,1 No inhibicién

Este ensayo fue util para demostrar que la CLX es capaz de difundir desde

los bionanocompuestos obtenidos sin perder su actividad antimicrobiana, vy,

ademas, se corrobor6 que el sistema Na*MMT/CHI por si mismo no tiene

actividad antimicrobiana frente a las cepas ensayadas.
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RESUMEN FINAL Y CONCLUSIONES GENERALES

Se obtuvieron nanocompuestos utilizando una metodologia adaptada a la
técnica descrita por Monvisade y col., combinando Na*MMT, CHI y CLX. Los
sistemas obtenidos se caracterizaron fisicoquimicamente utilizando diversas
técnicas como XRF, XRD, FT-IR y analisis térmico, las cuales evidenciaron la
interaccidon de los componentes puros en las muestras obtenidas. La evidencia
experimental sugiere que tanto el CHI como la CLX interaccionan
superficialmente con la estructura de la Na*MMT.

La mucoadhesion tiene un rol importante en los sistemas de administracion
de farmacos, ya que plantea una forma de dosificacion en el sitio de accion,
proporcionando mayor tiempo de retencidn, mejorando la absorcién del farmaco
y logrando mayor biodisponibilidad. Las propiedades mucoadhesivas del sistema
fueron conferidas por la presencia del CHI; lo cual se corroboré con estudios de
mucoadhesién con MUC utilizando la técnica de SEM. Los resultados de estos
estudios evidenciaron claramente, como se modifico la estructura de la MUC al
ponerse en contacto con el CHI.

La eficiencia de carga de CLX en los sistemas fue de aproximadamente del
35 % para Na*MMT y 25 % para Na*tMMT/CHI. Por medio de los estudios de
liberacion /n vitro realizados se comprobd que los sistemas formulados con la
arcilla, tienen la capacidad de retener al principio activo durante un periodo
prolongado de tiempo, realizando una liberacion controlada y sostenida del
farmaco, sin una descarga abrupta inicial. La velocidad de liberacién de la CLX,
desde los diferentes sistemas, fue distinto a los tres valores de pH investigados,
de acuerdo al siguiente orden CLX > Na*MMT/CHI/CLX > Na*MMT/CLX.
Ademas, se demostrd que el mecanismo de liberacion del farmaco no obedece

a las leyes de Fick, lo que significa que la liberacion del principio activo depende
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tanto del hinchamiento como de la relajacion de las cadenas poliméricas del
sistema.

Por su parte, los ensayos microbiol6gicos demostraron que la CLX fue capaz
de difundir desde los nanocompuestos estudiados, sin perder su actividad
antimicrobiana.

En base a todo lo expuesto, se concluye que se ha cumplido con el objetivo
propuesto, el cual fue obtener un nanocompuesto hibrido organico-inorganica de

liberacion controlado de farmacos para la administracion bucal de CLX.
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Capitulo 5:

CONCLUSIONES y PROYECCIONES

CONCLUSIONES

El objetivo principal planteado en esta tesis doctoral fue “Mejorar la
biodisponibilidad oral de farmacos a través de la obtencion de nuevos sistemas
de liberacion nanoparticulados que combinen quifosano y ciclodextrinas, y
quitosano con arcillas minerales’; trabajando en ambos casos con farmacos

modelos.

La hidroclorotiazida (HCT) es un farmaco de baja solubilidad y baja
permeabilidad intestinal, por lo tanto pertenece a la clase 4 del Sistema de
Clasificacion Biofarmacéutico. Existen numerosas estrategias para mejorar estas

caracteristicas desfavorables; una de ellas es la utilizacion de ciclodextrinas.

Las ciclodextrinas (CD), tienen una cavidad hidrofébica, capaz de albergar
en su interior una molécula poco soluble en agua. Particularmente en este trabajo
de tesis, se utilizd la BCD ya que es la mas conveniente en cuanto al tamano,
propiedades y costo. El complejo formado, entre la HCT y la BCD, fue
ampliamente caracterizado, realizandose estudios en estado liquido, sélido y

calculos teoricos.

En estado liquido se realizaron DSF, ITC y 'H RMN. Estas técnicas
evidenciaron la formaciéon de un complejo de inclusion de estequiometria 1:1
entre la HCT y la BCD. Tanto los DSF como la ITC, demostraron que se formo
un complejo débil ya que las constantes de estabilidad fueron pequefias y que a
su vez, éstas disminuyeron a medida que aumentaba la temperatura y el grado
de ionizacion de la HCT. Por medio de los analisis de espectros de 'H RMN de
la HCT y de la BCD, tanto libres como acomplejadas, a 25 y 45 °C, se pudo
establecer el tipo de interaccion que ocurre entre el farmaco y la BCD;

observandose que la HCT ingresa completamente en la cavidad de la BCD.
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En estado sdlido, se llevo a cabo la caracterizacion por medio de analisis
térmico (DSC/TGA), FT-IR y ensayos de disolucion. Tanto el analisis térmico
como el FT-IR, demostraron la formacion de una nueva especie quimica ya que
las curvas y espectros de absorcion obtenidos, respectivamente, fueron
diferentes a los correspondientes de los componentes puros. Por medio de los
ensayos de disolucion, se pudo determinar que la velocidad de disolucion de la
HCT fue significativamente mayor en comparacién a la obtenida con la HCT pura,
lo cual indico, que por medio de la estrategia utilizada, se logré mejorar unas de

las caracteristicas biofarmacéuticas desfavorables del farmaco en estudio.

Estos estudios experimentales, fueron complementados con estudios
tedricos. Los estudios de modelado molecular se llevaron a cabo por medio de
docking molecular y dinamica molecular. Se obtuvo una muy buena correlacion

entre los resultados tedricos y los experimentales.

En una segunda etapa dentro del desarrollo de esta tesis doctoral, se planted
el objetivo de obtener un sistema nanoparticulado capaz de encapsular y
controlar la liberacién del complejo de inclusion HCT/BCD obtenido previamente.
Para lo cual, se desarrollaron NPs poliméricas, con quitosano (CHI) y
tripolifosfato de sodio, utilizando la técnica de gelacion idnica. Las nanoparticulas
obtenidas, fueron ampliamente caracterizadas, encontrandose que las mismas
tienen un tamano promedio de 350 nm, con una morfologia esférica y de
superficie lisa. Las NPs obtenidas, fueron capaces de encapsular una cantidad
equivalente a (350 = 130) uyg de HCT acomplejada con la BCD.

Se realizd una evaluacion biofarmacéutica del sistema nanoparticulado
obtenido. Las propiedades mucoadhesivas de las NPs se determinaron con el
método de la mucina, tanto por DLS como por SEM. Ambas técnicas
demostraron que las NPs interactuan con la mucina, probablemente debido a
interacciones electrostaticas, corroborando de esta manera las propiedades

bioadhesivas del sistema nanoparticulado.

Se llevaron a cabo estudios de permeabilidad /n vitro, utilizando la técnica
de saco intestinal evertido de ratas. Estos estudios se llevaron a cabo con la HCT
sola en diferentes cantidades iniciales y con las NPs cargadas con el complejo

HCT/BCD. Los resultados indicaron que la HCT se libera lenta y sostenidamente
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desde el sistema nanoparticulado, quedando disponible para la absorcidn
pequenas cantidades de farmaco, si se lo compara con los estudios realizados

con soluciones del farmaco solo en distintas cantidades iniciales.

Los segmentos intestinales utilizados en los ensayos de permeabilidad, se
utilizaron para realizar estudios a nivel histoldgicos, utilizando MOAR y TEM. Las
imagenes obtenidas de los tejidos intestinales, evidenciaron un gran dafio a nivel
epitelial causado por la HCT, en donde se observé la desaparicion del epitelio
que recubre el intestino. Mientras que, en las imagenes obtenidas de los tejidos
tratados con las NPs cargadas con el complejo de inclusion, se encontré que
este dafio fue menor, encontrandose zonas en donde el epitelio del intestino se
mantuvo intacto y en otras en donde se veia danado, a causa de la presencia
del farmaco. Este retardo en el dafo del epitelio se atribuyo, a la lenta liberacion
del principio activo desde las NPs.

Como tercera y ultima etapa para cumplimentar con los objetivos planteados
en este trabajo de tesis, se obtuvieron nanocompuestos utilizando una
adaptaciéon de la técnica descrita por Monvisade y col., combinando

montmorillonita (MMT) y CHI. El nanocompuesto fue evaluado como sistema de

liberacion de farmacos, utilizando la clorhexidina (CLX), como farmaco modelo.

La CLX es un antiséptico local ampliamente utilizado en la actualidad en
odontologia para el tratamiento de la gingivitis y como antiplaquetario. Se lo
utilizé como farmaco modelo, ya que este sistema de liberacion fue planteado

para utilizarse en la cavidad oral.

Los sistemas obtenidos se caracterizaron fisicoquimicamente utilizando
diversas técnicas como XRF, XRD, FT-IR y analisis térmico; las cuales
evidenciaron la interaccion de los componentes puros en las muestras obtenidas.
Se determinoé que tanto el CHI como la CLX interaccionan superficialmente con

la estructura de la Na*MMT.

El CHI, le confiri6 propiedades mucoadhesivas al sistema; las cuales se

corroboraron realizando estudios de mucoadhesion con mucina gastrica porcina
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utilizando la técnica de SEM. Los resultados de estos estudios evidenciaron
claramente, como se modifico la estructura de la mucina al estar en contacto con

el CHI.

La eficiencia de carga de CLX en los sistemas fue de aproximadamente 35%
para Na*tMMT y 25% para Na*MMT/CHI. Por medio de los estudios de liberacién
in vitro realizados, se comprobé que los sistemas Na*MMT/CLX vy
Na*MMT/CHI/CLX tiene la capacidad de retener al principio activo durante un
periodo prolongado de tiempo, realizando una liberacién controlada y sostenida
del farmaco, sin una descarga abrupta inicial. La velocidad de liberacion de la
CLX desde los sistemas, fue diferente a los tres valores de pH investigados,
respetando en todos los casos, el orden CLX > Na*MMT/CHI/CLX >
Na*MMT/CLX. Ademas se demostro que el mecanismo de liberacion del farmaco
no obedece a las leyes de Fick, lo cual significa que la liberacion del principio
activo depende tanto del hinchamiento como de la relajacion de las cadenas

poliméricas del sistema.

Ademas se realizaron ensayos microbiolégicos, los cuales demostraron que
la CLX fue capaz de difundir desde los sistemas nanocompuestos, sin perder su

actividad antimicrobiana.

Como conclusion final de este trabajo de tesis, se puede decir que se logro
cumplir el objetivo principal, ya que:

v' Se obtuvo un complejo de inclusion entre la HCT y la B-CD con una
estequiometria 1:1, capaz de aumentar la solubilidad y la velocidad de

disoluciéon de la HCT.

v" Se desarrollaron dos sistemas de liberacion controlada de farmacos:
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Capitulo 5. Conclusiones y Proyecciones

o Nanoparticulas poliméricas con un tamafo adecuado para encapsular
principios activos, con propiedades mucoadhesivas, capaces de actuar

como un sistema de reservorio y de liberacién controlada de farmacos.

0 Bionanocompuestos combinando CHI y MMT, para la administracion

bucal de farmacos.
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Capitulo 5. Conclusiones y Proyecciones

PROYECCIONES

Las proyecciones que surgen, estan relacionadas a las nanoparticulas
poliméricas y estan orientadas a:

v" Realizar estudios de liberacion /n vitro colocando mucina en el medio,

tanto donor como receptor.

Los estudios de mucoadhesion realizados con mucina, evidenciaron que los
agregados que se formaban a pH 7,4 se rompieron en presencia de la mucina,
por lo tanto se supone que el farmaco se libera al medio. Debido a esto, se
propone colocar mucina en las soluciones tamponadas que se utilicen como
medio donor y receptor, con el fin de dilucidar si la mucina es la responsable de
desestabilizar las NPs permitiendo la liberacion del farmaco, y asi determinar la
cinética de liberacion de la HCT desde las nanoparticulas.

v' Profundizar en los estudios de permeabilidad intestinal y toxicidad
intestinal de HCT.

Para lo cual se planea realizar ensayos de permeabilidad utilizando la misma
técnica /n vitro, con HCT, con las NPs cargadas con el complejo y con NPs
vacias. Los objetivos de este ensayo son evaluar la capacidad protectora que
tienen las NPs hacia el tejido intestinal y relacionar la influencia que tiene el dafio
epitelial en la velocidad de absorcion y en el coeficiente de Papp. La metodologia
consistiria en tomar muestras de los tejidos a diferentes tiempos, observar los
dafos en el tejido por MOAR y TEM. Posteriormente, correlacionar el dafo
observado los tejidos con el coeficiente de Papp y velocidad de absorcion del

principio activo.
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